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(57) Abstract 

A circular DNA molecule, useful for 
gene therapy, comprising at least one nucleic 
acid sequence of interest, characterised in that 
the region allowing the replication thereof has 
an origin of replication with a functionality 
in a host cell that requires the presence of 
at least one specific protein foreign to said 
host cell. A method for preparing same, cells 
incorporating said DNA molecules and uses 
thereof in gene therapy are also described. 

(57) AbrSge' 

La presente invention se rapporte a une 
molecule d'ADN de forme circulaire. utile 
en therapie g£nique, comprenant au moins 
une sequence nucieique d'intertt. caracterisee 
en ce que la region permertant sa replication 
comprend une origine de replication dont 
la fonctionnalite dans une cellule hote re- 
quiert la presence d'au moins une prot^ine 
specifique et etrangere a ladite cellule hote. 
Elle a egalement pour objet un procede de 
preparation correspondant, des cellules incor- 
porant lesdites molecules d'ADN et leurs util- 
isations en therapie g6nique. 
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MOLECULE D'ADN CIRCULAJRE A ORIGINE DE REPLICATION 
CONDITIONNELLE. LEUR PROCEDE DF PREPARATION ET LEUR 
UTILISATION EN THERAPIE GENIOUE 

La presente invention concerne une nouvelle molecule d'ADN a replication 
conditionnelle, utiiisable en therapie genique ou pour la production de pnoteines 
recombinantes. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anornalie en 
introduisant une information genetique dans la cellule ou Torgane affecte. Cene 
information peut etre introduite soit in vitro dans une cellule extraite de l'organeet 
ensuite reinjectee dans I'organisme. soit in vivo , directement dans le tissu vise. 
S'agissant d'une molecule de haut poids moleculaire et de charge negative, l'ADN a des 
difficultes pour traverser spontanement les membranes cellulaires phospholipidiques. 
Differents vecteurs sent done utilises afin de permettre le transfer! de gene : les 
vecteurs viraux d'une pan t les vecteurs chimiques et/ou biochimiques, naturels ou 
synthettques, d'autre pan. 

Les vecteurs viraux (retrovirus, adenovirus, vims adeno-associes, ...) sont 
tres efficaces, notamment pour le passage des membranes, mais presentent un certain 
nombre de risques tels que la pathogenicity, la recombinaison, la replication, 
l'immunogenicite, ... 

Les vecteurs chimiques et/ou biochimiques permettent d'eviter ces risques 
(pour revues, voir Behr, 1993, Conen ei Wagner, 1993). Ce sont par exemple des 
cations (phosphate de calcium, DEAE-dextran ...) qui agissent en formant des 
precipites avec l'ADN, lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules, tl peut 
egalement s'agir de liposomes dans lesquels l'ADN est incorpore et qui fusionnent avec 
la membrane plasmique. Les vecteurs symhetiques de transfert de genes sont 
generalement des lipides ou des polymeres cauoniques qui complexent l'ADN et 
forment avec Iui une particule portant des charges positives en surface. A titre 
illustratif de cetype de vecteurs. on peut notamment citer le 
diCKnadecylamidoglycylspermine (DOGS, TransfectamTM) ou le chlorure de N-[l- 
(23-dioleylox>')propyl]-N\N.N-trimethylammonium (DOTMA, LipofectinTM). 
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Toutefois, 1'utilisation de vecteurs chimiques et/ou biochimiques ou d'ADN nu 
implique la possibility de produire des quantites importantes d'ADN de purete 
pharmacologique. En effet, dans les techniques de therapie genique. le medicament est 
constitue par l'ADN meme et il est essentiel de pouvoir fabriquer, dans des quantites 
5 adaptees, des ADN ayant des proprietes appropriees a un usage therapeutique chez 
lTtomme. 

Dans le cas de la vectorologie non virale, ce sont des plasmides d'origine 
bacterienne qui sont mis en oeuvre. Les plasmides generalement utilises en therapie 
genique portent (i) une origine de replication, (ii) un gene rnarqueur tel qu'un gene de 
10 resistance a un antibiotique (kanamycine, ampicilline...) et (iii) un ou plusieurs 
transgenes avec des sequences necessaires a leur expression (enhanceur(s). 
promoteur(s), sequences de polyadenylation...). 

Toutefois, la technologie aauellement disponible ne donne pas entiere 
satisfaction. 

15 D une part, il demeure un risque de dissemination dans l'organisme. C est 

ainsi qu'une bacterie presente dans l'organisme peut, a une frequence faible, recevoir 
ce plasmide. Ceci a d'autant plus de chances de se passer qu'il s'agit d'un traitement de 
therapie genique jn vivo dans lequel TADN peut etre dissemine dans l'organisme du 
patient et peut se trouver au contact de bacteries qui Lnfectent ce patient ou bien de 

20 bacteries de la flore commensale. Si la bacterie receveuse du plasmide est une 
emerobacterie. telle qu'E. coli. ce plasmide peut se repliquer. Un tel evenement 
conduit alors a la dissemination du gene therapeutique. Dans la mesuie ou les genes 
therapeutiques utilises dans des traitements de therapie genique peuvent coder par 
exemple pour une lymphokine, un facteur de croissance. un antioncogene. ou une 

25 proteine dont la fonction fait defaut chez Thote et permet done de corriger un defaut 
genetique, la dissemination de certains de ces genes pourrait avoir des effets 
imprevisibles et preoccupants (par exemple si une baaerie pathogene acquerait le gene 
d'un facteur de croissance humainh 

D autre part, les plasmides utilises generalement en therapie genique non 

30 virale possedent aussi un marqueur de resistance a un antibiotique (ampicilline. 
kanamycine...). La baaerie acquerant un tel plasmide a done un avantage selectif 
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indeniable puisque tout traitement antibiotherapique. utilisant un antibiotique de la 
meme famille que celui selectionnam le gene de resistance du plasmide. va conduire a 
la selection du plasmide en question. A cet egard, l'ampicilline fait panie des 
fi-lactames qui est la famille d'antibiotiques les plus utilises au monde. L'utilisation de 
5 marqueurs de selection chez la bacteries qui ne soient pas des genes de resistance a des 
antibiotique serai t done particulierement avantageuse. Elle eviterait la selection de 
bacteries ayant pu recevoir un plasmide portant un tel manqueur. 

II est done particulierement important de chercher a limiter au maximum la 
dissemination des genes therapeutiques et des genes de resistance. 
10 La presente invention a precisement pour objet de proposer de de nouvelles 

molecules d'ADN, utilisables en therapie genique ou pour la production de proteines 
recombin antes in vitro, ne se repliquant que dans des cellules pouvant complementer 
certaines fonctions de ces vecteurs non viraux. 

L'invention concerne egalement une methode particulierement eff icace pour la 
15 preparation de ces molecules d'ADN. 

Les molecules d'ADN revendiquees ont pour avantage d'eliminer les risques 
lies a une dissemination du plasmide, tels que U> la replication et la dissemination, 
pouvant entrainer une surexpression non controlee du gene therapeutique, (2) la 
dissemination et 1'expression de genes de resistance. L'infonmation genetique contenue 
20 dans les molecules d'ADN selon l'invention comprend en effet le(s) gene(s) 
therapeutique(s) et les signaux de regulation de son Ueur) expression, une origine de 
replication conditionnelle fonctionnelle limitant tres fortement le spectre d'hote 
cellulaire de ce plasmide, un marqueur de selection de taille reduite de preference 
different d'un gene conferant la resistance a un antibiotique et le cas echeant, un 
25 fragment d'ADN permettant la resolution de multimeres de plasmide. La probabilite 
que ces molecules (et done Tinformation genetique qu'elles contiennent) soient 
transferees a un microorganisme, et maintenues de maniere stable, est tres limitee. 

Enfin les vecteurs selon l'invention, egalement designees miniplasmides en 
raison de leur structure circulaire, de leur taille reduite et de leur forme superenroulee. 
30 presentent les avantages supplementaires suivants: En raison de leur taille reduite par 
rapport aux plasmides derives de ColEl classiquement utilises, les molecules d'ADN 
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selon 1' invention ont potentiellement une meilleure biodisponibilite m vivo . En 
particulier, elles presentent des capacites de penetration et de distribution cellulaires 
ameliorees. Ainsi, il est reconnu que le coefficient de diffusion dans les tissus est 
inversement proportionnei au poids moleculaire Uain. 1987). De meme, au niveau 
cellulaire, les molecules de haut poids moleculaire ont une moms bonne penmeabilite a 
travers la membrane plasmique. En outre, pour le passage du plasmide au noyau, 
indispensable a son expression, le poids moleculaire eleve est egaJement un 
inconvenient, les pores nucleaires imposant une limite de taille pour la diffusion vers le 
noyau (Landford et aJ., 1986). La reduction de la taille des panies non-therapeutiques 
de la molecule d'ADN (origine de replication et gene de selection notamment) selon 
l'invention permet egalement de diminuer la taille des molecules d'ADN. La pame 
permettant la replication et la selection de ce plasmide chez la bacterie (1,1 kb) est 
diminuee par un facteur 3, en comptant par exemple 3 kb pour 1'origine de replication 
et le manqueur de resistance partie vecteur. Cette diminution (i) de poids moleculaire 
et (ii) de charge negative, confere aux molecules de l'invention des capacites 
ameliorees de diffusion 1 et de biodisponibilite tissulaires, cellulaires et nucleaires. 

Plus precisement, la presente invention concerne une molecule d'ADN sous 
forme circulaire, utile en therapie genique, comprenant au moins une sequence 
nucleique d'interet. caracterisee en ce que la region permettant sa replication 
comprend une origine de replication dont la fonctionnalite dans une cellule hote 
requiert la presence d'au moins une proteine specif ique et etrangere a ladite cellude 
hote. 

Cene molecule d'ADN peut se presenter sous forme mono ou double brin et 
avantageusement possede une forme superenroulee. 

Au sens de la presente invention, les cellules hotes mise en oeuvre peuvem 
etre de diverses origines. U peut s agir de cellules eucaryotes ou procarvotes. Selon un 
mode de realisation privilegie de T invention, il s'agit de cellules procaryotes. 

Classiquement, la replication des plasmides bacteriens necessite la presence 
d'au moins une proteine codee par Thote cellulaire de type ARN polymerase, Rnase. 
.ADN polymerase.... Pour les raisons deja exposees precedemment, on ne peut 
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totalement s'affranchir, avec ce type de replication, d'eventuels risques de 
dissemination dans Torganisme traite. Avantageusement, la fonctionnalite de I'origine 
de replication de la molecule d'ADN selon r invention exige la presence d'une proteine 
specifique et etrangere a la cellule hote. Cette caracteristique a pour interet de reduire 
5 le spectre d'hote du plasmide revendique a des souches specifiques exprimant certe 
proteine initiatrice. La molecule d'ADN, mise au point dans le cadre de la presente 
invention, possede done avantageusement une origine de replication dite 
conditionnelle. 

L'origine de replication conditionnelle mise en oeuvre selon la presente 
10 invention petit provenir de plasmides ou bacteriophages, partageant les caracteristiques 
suivantes: ils contiennent dans leur origine de replication des sequences repetees, ou 
iterons et ils codent pour au moins une proteine initiatrice de la replication (Rep) qui 
leur est specifique. A titre d'exemple, on peut citer les systernes de replication 
conditionnelle des plasmides et bacteriophages suivants : 

15 



plasmide ou bacteriophage 


proteine initiatrice 
specifique 


RK2 (Stalker et al.. 1981) 


TrfA 


Rl (Rvderet al.. 1981) 


RepA 


pSClOl (Vocke and Bastia.1983) 


RepA 


F (Murotsu et al.. 1981) 


proteine E 


Rtsl (Itohetal.. 1982.1987) 


RepA 


RSF1010 ( Miaoetal.. 1995) 


RepC 


PI (Abeles et al.. 1984) 


RepA 


P4 (Fleasburg and Calendar. 1987) 


proteine alpha 


lambda (Moore et al., 1981) 


proteine O 


phi 82 (Moore et al.. 1 98 1 ) 


proteine O de phi 82 


phi 80 


proteine 0 de phi 80 
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Selon un mode de realisation prefere de r invention, I'origine de replication 
mise en oeuvre dans les molecules d' ADN revendiquees est issue d'un plasrnide naturel 
d' E. coli appele R6K. 

Les fonaions de replication de R6K sont regroupees dans un fragment 
5 d'ADN de 5,5 kpb (figure 1) comprenant 3 origines de replication a, ft et y (y et |3 
assurant 90 % de la replication) et un operon cod ant pour les proteines initiatrices de 
replication n et la proteine Bis. L'information genetique minimale necessaire au 
maintien de ce plasrnide a son nornbre de copies caracteristique (15 copies par 
genome) est contenue dans deux elements : les 400 pdb de 1' ori y et le gene pir % dont 
10 le produit est la proteine initiatrice x. 

L'ori y peut etre divisee en deux parties fonctionnelles : la partie-coeur et 
l'element activateur (figure 1). La partie-coeur, essentielle pour la replication contient 
les iterons (7 repetitions directes de 22 pdb) ou se lie la proteine n represents en SEQ 
ED N°l, et des segments flanquants. cibles de proteines de l'hote (IHF, DnaA). 
15 Selon un mode prefere de Tinvention, Torigine de replication du vecteur 

revendique est constitute en tout ou panie par cene origine de replication y du 
plasrnide R6k et plus preferentiellement en tout ou panie par la SEQ ID N°l ou Tun 
de ses derives. 

Au sens de la presente invention, le terme derive designe toute sequence 
20 differant de la sequence consideree en raison d'une degenerescence du code genetique. 
obtenue par une ou plusieurs modifications de nature genetique et/ou chimique, ainsi 
que toute sequence hybridant avec ces sequences ou des fragments de celles-ci et dont 
le produit possede l'activite indiquee a Tegard de la proteine initiatrice de la 
replication, Par modification de nature genetique et/ou chimique, on peut entendre 
25 toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs 
residus. Le terme derive comprend egalement les sequences homologues a la sequence 
consideree, issues d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d'origine 
humaine. ou d'autres organisrnes, et possedant une activite de meme t>pe. De telles 
sequences homologues peuvent etre obtenues par des experiences d'hvbridation. Les 
30 hybridations peuvent etre realisees a partir de banques d'acides nucleiques. en utilisant 
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comme sonde ia sequence native ou un fragment de celle-ci, dans des conditions de 
stringence conventionnelles (Maniatis et al., Cf techniques generates de biologie 
molecuJaire), ou, de preference, dans des conditions de stringence elevees. 

L'origine de replication decrite ci-dessus qui presente 1* a vantage d'etre de 
taille tres limitee, est fonctionnelle uniquement en presence d'une proteine initiatrice 
specif ique. la proteine Pi, produit du gene pir ( SEQ ID N°2). Certe proteine pouvant 
agir en trans, il est possible de dissocier physiquement Tori gamma du gene gir, qui 
pourra etre introduit dans le genome de la cellule choisie comme hote specifique de 
ces plasmides. Des mutations dans x peuvent alterer ses fonaions inhibitrices (Inuzuka 
et Wada, 1985 ) et entrainer une augmentation du nombre de copies des derives de 
R6K, jusqu'a plus de 10 fois le nombre de copies initial. Ces substitutions sont toutes 
comprises dans un domaine de 40 acides amines, qui semble done responsable du 
controle par n du nombre de copies plasmidiques (figure 2). 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, la proteine 
n, exprimee dans la cellule hote, resulte de r expression du gene represents en SEQ ID 
N°2 ou Tun de ses derives tels que definis precedemment et plus particulierement du 
gene pir 116 qui comprend une mutation par rapport au gene pir. Cette mutation 
correspond a la substitution d'une proline par une leucine. Dans ce contexte, le 
nombre de copies des derives de R6K est de I'ordre de 250 copies par genome. 

Outre une origine de replication conditionnelle telle que definie 
precedemment, les molecules d'ADN revendiquees contiennent une region comprenant 
un (ou plusieurs) gene(s) permettant d'assurer la selection de la molecule d'ADN chez 
1'hote choisi. 

II peut s'agir d un marqueur classique de type gene conferant une resistance a 
un antibiotique, tels la kanamycine, Tampicilline. le chloramphenicol, la streptomycine, 
la spectinomycine, la lividomycine ou autres. 

Toutefois. selon un mode de realisation privilegie de 1' invention, certe region 
est differente d'un gene conferant une resistance a un antibiotique. II peut alnsi s'agir 
d'un gene dont le produit est indispensable a la viabilite de I'hote envisage, dans des 
conditions de cultures detinies. II peuj-ecre par exemple : 
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-un gene cod ant pour un ARNt suppresseur, d'origine naturelle ou synthetique. U s'agit 
plus preferentiellement d'un ARNt de codon ambre (TAG) 

-un gene dont le produit est necessaire au metabolisme de la cellule, dans certaines 
conditions de culture: gene intervenant dans la biosynthese d'un metabolite (actde 
5 amine, vitamine ...), gene de catabolisme permettant d'assimiler une substance presente 
clans le milieu de culture (source d'azote ou de car bone particuiieres)... 

Selon un mode privilegie Je 1* invention, certe region contient une cassette 
d'expression d'un gene cod ant pour un ARNt suppresseur de codons specifiques. 
Celui-ci peut etre notamment choisi parmi ceux cod ant pour les bases Phenylalanine. 
10 Cysteine, Proline, Alanine et Histidine. II s'agit plus preferentiellement d'un ARNt 
suppresseur des codons ambre (TAG). 

Dans ce cas particulier. le systeme utilise pour select ionner, chez ies hdtes 
cellulaires, les molecules d'ADN sujets de la presente invention comporte deux 
elements: Dsur la molecule d'ADN, un gene cod ant pour un ARN de transfer? 

15 suppresseur de codon ambre (TAG) qui constitue le marqueur de selection, dit gene 
(sup) et 2) un hote specif ique dont un des genes, essentiel dans certaines conditions de 
culture, contient un codon ambre TAG. Cene cellule pourra croitre, dans les 
conditions de culture pour lesquelles le produit du gene contenant le codon TAG est 
essentiel, uniquement si le plasmide permettant l'expression de sup est present dans la 

20 cellule. Les conditions de culture constituent done la pression de selection de la 
molecule d'ADN. Les genes sup utilises peuvent etre d'origine naturelle (Glass et al .. 
1982) ou provenir de construction synthetique (Normanly et al. . 1986; Kleina et al. . 
1990). 

Un tel systeme off re une grande flexibility dans la mesure ou, suivant le gene 
25 comportant une mutation ambre, il est possible de determiner differents milieux 
selectifs. Chez la bacterie Lactococcus lactis, par exemple, le codon ambre est localise 
dans un gene de biosynthese des purines. Ceci permet la selection du plasmide porteur 
du gene codant pour I'ARNt suppresseur lorsque les bacteries se multiplient dans le 
lait. Un tel marqueur a !' a vantage d'etre de taille tres reduite et de ne pas contenir de 
30 sequences "etrangeres", provenant de phages ou de transposons. 
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Selon un mode de realisation particulier de l'invention, la molecule d'ADN 
comprend en outre un fragment d'ADN, cible de recombinases site-specifiques. qui 
permet la resolution des multi meres de plasmides. 

Ainsi, un tel fragment, Lntroduit stir une molecule d'ADN circulaire et dont 
I'origine de replication est par exemple ori gamma penmet de resoudre les multimeres 
d'un tel plasmide. De tels multimeres sont notamment observes lorsque la molecule 
d'ADN est preparee dans une souche portant un allele mute de gir qui permet 
d'augmenter le nombre de copies des derives de R6K, comme pir-116 . 

Cette recombinaison peut etre realisee grace a divers system es qui entrainent 
la recombinaison site-specifique entre des sequences. Plus preferentiellement, la 
recombinaison site-specifique de I in vent ion est obtenue au moyen de sequences de 
recombinaison intramoleculaire specif ique qui sont capables de recombiner entre elles 
en presence de proteines specifiques, generalement designee recombinase. Dans ce cas 
precis, il s'agit des recombinases XerC et XerD. Pour cette raison, les molecules 
d'ADN selon Tinvention comprennent generalement en outre une sequence permettant 
cette recombinaison site specifique. Le systeme de recombinaison specifique present 
dans les constructions genetiques selon 1'invention (recombinases et site de 
reconnaissance specifique) peut etre de differentes origines. En paniculier. les 
sequences specifiques et les recombinases utilisees peuvent appartenir a differentes 
classes structurales, et notamment a la famille de resolvase du transposon Tn3 ou a la 
famille de Tintegrase du bacteriophage lambda. Parmi les recombinases appartenant a 
la famille du transposon Tn3 T on peut citer notamment la resolvase du transposon Tn3 
ou des transposons. Tn21 et Tn522 (Stark et al. ( 1992) ; Tinvertase Gin du 
bacteriophage mu ou encore les resol vases de plasmides, telle que celle du fragment 
par de RP4 (Abert et aJ., Mol. Microbiol. 12 (1994) 131). Parmi les recombinases 
appartenant a la famille de I'integrase du bacteriophage on peut citer notamment 
l'integrase des phages lambda (Landy et al., Science 197 (1977) 1147), P22 et cp80 
(Leong et ah, J- Biol. Chem. 260 (1985) 4468). HP1 de Haemophilus influenzae 
(Hauser et al. ( J. Biol. Chem. 267 (1992) 6859). l'integrase Cre du phage PI. 
l'integrase du plasmide pSAM2 (EP 350 341) ou encore la FLP recombinase du 
plasmide 2u et les recombinases XerC et XerD d'E coli. 
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Preferentiellement, les molecules d'ADN objeis de la pre seme invention 
comiennent le fragment ££r du plasmide naturel d' E. coli ColEl. Le fragment cer 
utilise est un fragment HpaEI de 382 pdb de ColEl dont U a ete montre qui! 
perm e trait, en cis . la resolution de multimeres de plasmides (Summers et al. . 1984 ; 
5 Leung et aJ. . 1985). 11 est aussi possible d utiliser un fragment HpaO-Taql de taille plus 
reduite (280 pdb) ou un fragment plus petit (environ 220 pdb), compris dans le 
fragment Hpall, et qui possedent les memes proprietes (Summers and Shenratt. 1988). 
Cette resolution passe par une recombinaison intramoleculaire specifique. qui fait 
intervenir quatre proteines codees par le genome d' E. coli : ArgR, PepA, XerC et XerD 
10 (Stirling et al. . 1988.1989 ; CoUoms et al. . 1990 ; Blakely et al. . 1993) 

A ce titre, il particulierement avantageux d'utiliser tout ou partie du fragment 
cer de ColEl ou de Tun de ses derives tels que definis precedemrnent. 

Selon une van ante de raise en oeuvre, les molecules d'ADN de 1'invention 
peuvent comprendre en outre une sequence capable d'interagir specifiquement avec un 

15 ligand. De maniere preferentieile, il s'agit d'une sequence capable de former, par 
hybridation, une triple-helice avec un oligonucleotide specifique. Cette sequence 
permet ainsi de purifier les molecules de 1'invention par hybridation selective avec un 
oligonucleotide complementaire immobilise sur un supp>ort (voir la demande 
W096/18744). La sequence peut etre positionnee en tout site de la molecule d'ADN 

20 de Tinvention, des lors quelle n'affecte pas la fonctionnalite du gene d'interet et de 
Torigine de replication. 

A titre de molecule d'ADN representative de la presente invention, on peut 
tout particulierement revendiquer le plasmide pXL2774 et ses derives. Au sens de 
1'invention on entend par derive toute construction derivant du pXL2774 et 
25 comportant un ou plusieurs genes d'interet autres que le gene luciferase. On peut 
egalement citer les plasmides pXL3029 et 3030 compoaant une cassette d'expression 
d'tin gene therapeutique et une sequence capable d^nteragir specifiquement avec un 
Ligand. 
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La presente invention se rappone egalement a la mise au point d'un procede, 
de constructions d'hotes cell ul aires specifiques, particulierement efficaces pour la 
production de ces molecules d'ADN therapeutiques. 

Un autre objet de la presente invention se rapporte a un procede de 
production de molecule d'ADN circulaire caracterise en ce que Ton cultive une cellule 
hote contenant au moins un molecule d'ADN telle que definie precedemment et une 
proteine. exprimce in situ ou non, conditions ant la fonctionnalite de l'origine de 
replication deladite molecule d'ADN, specifique et etrangere a ladite cellule hote, dans 
des conditions permettant la selection des cellules hotes transform ees par lesdites 
molecules d'ADN. 

Plus preferentiellement, la proteine conditionnant la fonctionnalite de l'origine 
de replication de la molecule d'ADN est exprimee in situ a partir d'un gene 
correspondant. Le gene cod ant pour la proteine initiatrice de la replication peut etre 
pone par un replicon annexe, compatible avec les derives de l'origine de replication 
conditionnelle utilisee ou bien introduit dans le genome de la cellule-hote par 
recombinaison, grace a un transposon, un bacteriophage ou tout autre vecteur. Dans le 
cas particulier ou le gene exprimant la proteine est place sur un replicon annexe, ce 
dernier contient egalement une region promotrice de la transcription fonctionnelle dans 
la cellule, ainsi qu'une region situee en 3\ et qui specifie un signal de fin 
transcriptionnelle. Concernant la region promotrice, il peut s'agir d'une region 
promotrice naturellement responsable de l'expression du gene considere lorsque 
celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule. II peut egalement s'agir de 
regions d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines. ou meme 
synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
procary-otes ou bacteriophages. Par exemple. il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome de la cellule. 

A titre de genes codant pour la proteine initiatrice de la replication, pourront- 
etre utilises soit les genes sauvages, soit des alleles mutes permettant d'obtenir un 
nombre de copies augmente des plasmides (ou derives) specifiques de la proteine 
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initiatrice condi dormant la fonctionnaJite de l origine de replication mise en oeuvre 
dans la molecule d' ADN. 

De tels mutants ont ete notamment decrits pour les plasmides.R6K (Inuzuka 
and Wada, 1985 ; Greener suL. 1990). Rtsl (Terawaki and Itoh. 1985 : Terawaki et 
aL. 1990 ; Zeng eiah, 1990). F (Seelke eraL, 1982 ; Heisberg eLaL. 1985 : Kawasaki 
£I_aL. 1991). RX2 (Durland et al. . 1990 ; Haugan et al. . 1992. 1995). pSClOl (Xia et 
2L. 1991 : Goebel ej_al, 1991 ; Fang eLaL, 1993). 

Dans le cas particulier ou la molecule d'ADN mise en oeuvre possede une 
origine de replication derivant du plasmide R6k, la proteine initiatrice est ou derive de 
la proteine ;t de ce meme plasmide. II est paniculierement avantageux d'exprimer une 
forme mutee de cette proteine capable d'augmenter notablement le nombre de copies 
initiates. Pour ce faire, le gene integre au niveau de la cellule hote est de preference 
represente par tout ou panie de la sequence representee en SEQ ID N°2 ou l'un de ses 
derives et plus preferentiellement par le gene pirll6. La mutation associee, correspond 
a la substitution d'une proline par une leucine. Selon un mode de realisation particulier 
de rinvention. ce gene pirll6 est directement incorpore dans le genome de la cellule 
hote. 

Avantageusement. un des genes de I 'hote cellulaire specif ique. indispensable 
dans les conditions de culture choisies contient un codon specifique. reconnaissable 
par l'ARNt suppresseur selectionne au niveau de la molecule d'ADN. Selon un mode 
privilegie de rinvention. U s'agit d un codon ambre TAG. Dans ce cas particulier. la 
cellule pourra croitre, dans les conditions de culture pour lesquelles le produit du gene 
contenant le codon TAG est essentiel. uniquement si le plasmide permettant 
l'expression de sup_est present dans la cellule hote. Les conditions de culture 
constituent done la pression de selection de la molecule d'ADN. 

De preference, le gene comportant le codon anibre est un gene intervenant 
dans la biosynthese d'un acide amine, l'arginine. Ce gene, argE. code pour une 
N-acetylornithinase (Meinnel et al. . 1992) et comporte dans ce cas un codon TAG 
correspondant a une mutation ponctuelle Gln-53 (CAG)-> TAG ; la pression de 
selection du plasmide portant le gene sup est alors assuree par culture en milieu 
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minimum M9 (Maniatis gt_aL,1989). Toutefois ce pourrait etre aussi. par exemple, un 
gene de biosynthese d'une vitamijie. d une base nucleique ou bien un gene permettant 
dutiUser une source de carbone ou d'azote particuliere ou tout autre gene dont la 
fonctionnal ite est indispensable a la viabilite ceUulaire dans les conditions de culture 
choisies. 

La cellule note est de preference choisie parmi les souches E.coii et 
representee plus preferentiellement par la souche JL coy XAC-1. 

Selon un mode de realisation particulier de I 'invention, la cellule note mise en 
oeuvre dans le precede revendique est une cellule de la souche E. coli XAC-1. 
comprenant dans son genome le gene pir 116 et transformee par le plasmide pXL2774 
ou Tun de ses derives. 



Selon une variante avantageuse de l'invention. la cellule hote mise en oeuvre 
dans le precede revendique est une cellule procaryote dans laquelle le gene endAl ou 
un gene homologue est inactive. Le gene endA code pour l'endonuclease I d' E. coli . 
15 Cette enzyme periplasmique possede une activite de coupure non specif ique de l'ADN 
double brin (Lehman, I. R., G. G. Roussos and E. A. Pratt (1962) J. Biol. Chem. 
237:819-828 : Wright M. (1971) J. Bacteriol. 107:87-94). Une etude menee sur 
differentes souches de Escherichia cgh (sauvage ou endA) a montre que que la 
degradation de l'ADN plasmidique incube dans les extraits de ces souches 
20 bacteriennes existait dans les souches endA+ mais pas dans les mutants endA (Wnendt 
S. (1994) BioTechniques 17:270-272). La qualite de l'ADN plasmidique isole de 
souches endA+ ou de mutants endA a ete etudiee par la societe Promega en utiiisant 
leur systeme de purification (Shoenfeld, T., J. Mendez. D. Storts, E. Portman. 
B.tPanerson. J. Frederiksen and C. Smith. 1995. Effects of bacterial strains carrying 
the endAl genotype on DNA qualirv- isolated with Wizard plasmid purification 
systems. Promega notes 53). Leur conclusion est la suivante : la qualite de l'ADN 
prepare a partir de mutants endA est globalement meilleure que celle de l'ADN 
prepare dans les souches endA+ testees. 
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La qualite des preparations d'ADN plasmidique est done affectee par toute 
contamination par cette endonuclease (degradation de l'ADN a plus ou moins long 
terme). 

La deletion ou la mutation du gene endA peut etre en visa gee sans probleme 
dans la mesure ou les mutants ne presentant plus cette activite endonuclease se 
component global ement comme les bacteries sauvages (Durwald, H. and H 
Hoffmann-Berling (1968) J. Mol. Biol. 34:331-346). 

Le gene endAl peut etre inactive par mutation, deletion totale ou partielle. 
disruption, etc. L'inactivation du gene endA de la souche d' E. coli choisie pour 
produire les plasmides pCOR peut plus particulierement etre realisee en transferant. 
grace au bacteriophage PI, la deletion AendA;:Tc R decrite par Cherepanov ei 
Wackernagel (Cherepanov, P. P. and W. Wackemagel. 1995. Gene disruption in 
Escherichia qqU : Tc R and Km R cassettes with the option of Flp-catalyzed excision of 
the antibiotic-resistance determinant. Gene 158:9-14) ou en echangeant TaUele 
15 sauvage present dans le genome de la bacterie d'interet avec un allele mute ou delete 
de endA et ceci par recombinaison homologue. L'utilisation de ce type de souche dans 
le cadre de la presente invention permet avantageusement d'amehorer la qualite de 
l'ADN produit. 



10 



20 



Linvention concerne egalement toute cellule recombinante contenant une 
molecule d'ADN telle que definie ci-avant. II peut s'agir de cellule d*origines diverges, 
de type eucaryotique, procaryotique.... 

Ces cellules sont obtenues par toute technique connue de l'homrne du metier 
permenant Introduction dudit plasmide dans une cellule donnee. U peut s'agir 
notarnment de transformation, electroporation, conjugaison, fusion de protoplastes ou 
25 toute autre technique connue de Thomrne de Tart. 

Les molecules d'ADN selon linvention peuvent etre utilisees dans toute 
application de vaccination ou de therapie genique et cellulaire. pour le transfer! d'un 
gene a un organisme. un tissu ou une cellule donnee, ou pour la production de 
proteines recombinantes in vitro. 
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En parti culier, elles peuvent etre uti Usees pour une administration directe m 
vivo , ou pour la modification de cellules m vitro ou §x vivo , en vue de leur 
implantation a un patient. 

A cet egard, un autre objet de la presente invention concerne toure 
composition pharmaceutique comprenant au moins une molecule d'ADN telie que 
defirue ci-avant. Cene molecule peut y etre ou non associee a un vecteur chimique 
et/ou biochimique de transfection. II peut s'agir notamment de cations (phosphate de 
calcium. DEAE-dextran,..), de liposomes. Les vecteurs synthetiques associes peuvent 
etre des lipides ou polymeres cationiques. On peut citer comme exemples de tels 
vecteurs le DOGS (Transfectam TM) ou le DOTMA (lipofectin TM). 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent etre formulees 
en vue d'administrations par voie topique, orale, parenterale, Lntranasale. intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, le 
plasmide revendique est utilise sous une forme injectable ou en application, il peut etre 
melange a tout vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau du site a traiter. II peut 
s ! agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches. 
notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum 
physiologique, permenent la constitution de solutes injectables. II peut s'agir 
notamment de tampons Tris ou PBS dilues dans du glucose ou du chlorure de sodium. 
Une injection directe dans la region atteinte du patient est interessante car elle permet 
de concentrer Teffet therapeutique au niveau des tissus affectes. Les doses utilisees 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
du gene, du vecteur, du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee ou 
encore de la duree du traitement recherchee. 

Les molecules d'ADN de l'invention peuvent componer un ou plusieurs genes 
d'interet, c'est-a-dire un ou plusieurs acides nucleiques (ADNc, ADNg, ADN 
s>nthetique ou semi-svnthetique, etc) dont la transcription et eventuellement la 
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traduction dans la cellule cible generent des produits ayant un interet therapeutique, 
vaccinal, agronomique ou veterinaire. 

Parmi les genes d'interet therapeutique, on peut citer plus panicuiierement les 
genes cod ant pour des enzymes, les derives sanguins. les hormones, les lymphokines 
interleukines. interferons. TNF. etc (FR 9203120). les facteurs de croissance. les 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese. les facteurs 
trophiques : BDNF. CNTF. NGF. IGF. GMF. aFGF, bFGF. NT 3. NTS. etc ; les 
apolipoproteines : ApoAJ. ApoAIV, ApoE. etc (FR 93 05125). la dystrophine ou une 
minidystnophine (FR 9111947). les genes suppresseurs de tumeurs : p53. Rb. RaplA. 
DCC. k-rev. etc (FR 93 04745). les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII. VIII, IX. etc. les genes suicides : Thymidine kinase, 
cytosine desaminase. etc; ou encore tout ou panie d'une immunoglobuline naturelle ou 
artificieUe (Fab. ScFv. etc), un ARN ligand (W091/19813) etc. Le gene therapeutique 
peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, dont l'expression dans la ceUule 
cible permet de controler l'expression de genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. 
De telles sequences peuvent par exemple etre transcrites, dans la cellule cible. en ARN 
complementaires d'ARNm ceUulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine. selon 
la technique decrite dans le brevet EP 140 308. 

Le gene d'interet peut aussi etre un gene vaccinant. c'est-a-dire un gene 
codant pour un peptide antigenique. capable de generer chez I'homme ou l'animal une 
reponse immunitaire, en vue de la realisation de vaccins. II peut s'agir notamment de 
peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du \-irus HIV, du virus de 
l'hepatite B (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Generalemem, dans les molecules d'ADN de l'invention. le gene d'interet 
therapeutique. vaccinal, agronomique ou veterinaire contient egalement une region 
promotrice de la transcription fonctionnelle dans la cellule ou rorganisme cible. ainsi 
qu'une region situee en 3', et qui specifie un signal de fin transcriptionneUe et un site de 
polyadenylation. Concemant la region promotrice. il peut s'agir d'une reeion 
promotrice nature! lemer.t responsable de l'expression du gene considere lorsque 
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celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule ou l'organisme concernes. II peut 
egalement s'agir de regions d'origine difference (resppnsables de Texpression d'autres 
proteines, ou meme synthetiquesh Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices 
de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome de la cellule cible. Parmi les promoteurs eucaryotes, on peut utiliser 
tout prornoteur ou sequence derivee stimulant ou reprimant la transcription d'un gene 
de fa?on specifique ou non. inductible ou non, forte ou faible. D peut s'agir en 
particulier de promoteurs ubiquitaires (prornoteur des genes HPRT, PGK. a-actine, 
tubuline, etc), de promoteurs des filaments intermediates (prornoteur des genes 
GFAP, desmine, vimentine, neurofilaments, keratine. etc), de promoteurs de genes 
therapeutiques (par exemple le prornoteur des genes MDR, CFTR, Facteur VIII, 
ApoAJ, etc), de promoteurs specifiques de tissus (prornoteur du gene pyruvate kinase, 
villine, proteine in test in ale de liaison des acides gras, a-actine du muscle lisse. etc) ou 
encore de promoteurs repondant a un stimulus (recepteur des hormones steroides. 
recepteur de i'acide retinoique, etc). De meme, il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome d'uh virus, tel que par exemple les promoteurs des genes El A et 
MLP d'adenovirus, le prornoteur precoce du CMV, ou encore le prornoteur du LTR 
du RSV, etc. En outre, ces regions promotrices peuvent etre modifiees par addition de 
sequences d'activation. de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique ou 
majoritaire. 

Par ailleurs, le gene d'interet peut egalement comporter une sequence signal 
dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cene 
sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit synthetise. mais il 
peut egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence 
signal artificielle. 

Selon le gene d'interet, les molecules d'ADN de l'invention peuvent etre 
utilisees pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, incluant les 
maladies genetiques (dystrophie. fibrose cystique. etc), les maladies 
neurodegeneratives (alzheirner, parkmson. ALS. etc), les cancers, les pathologies liees 
aux desordres de la coagulation ou au\ dvslipeproieinemies. les pathologies liees aux 
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infections virales (hepatites. SIDA. etc), ou dans les domaines agronomique et 
veterinaire, etc. 

Par ailleurs, la pre sen te invention conceme egalement 1'utilisation des 
molecules d'ADN a replication conditionnelle pour la production de proteines 
recombuiantes. Les bacteries peuvent etre utilisees pour produire des proteines 
dorigines diverses. eiicaryotes ou procaryotes. Parmi les bacteries, E. coli constitue 
I'organisme de choix pour 1'expression de genes heterologues en raison de sa 
manipulation aisee, du nombre important de systemes d'expression disporubles et des 
quantites importantes de proteines que Ton peut obtenir. U est entendu que le systeme 
de Tinvention est utilisable dans d'autres organismes. le tropisme etant determine par la 
nature de 1'origine de replication, comme indique ci-avant. Pour cette utilisation, la 
sequence nucleique d'interet comprend une region codante sous le contrdle de signau.\ 
d'expression appropries a I'hote choisi. en particulier un note procaryote. II peut s'agir 
par exemple des promoteurs Plac. Ptrp. PT7, Ptrc. Ptac, PL. PR, sequence Shine- 
Dalgarno. etc (cet ensemble constitue la cassette d'expression). La sequence d'acide 
nucleique d'interet peut etre toute sequence codant pour une proteine presentant un 
interet dans les domaines de la pharmacie. de l'agro-alimentaire. de la chimie ou de 
ragrochimie. II peut s'agir d'un gene de structure, d'une sequence d'ADN 
complementaire, d"une sequence synthetique ou semi-synthetique. etc. 

U cassene d'expression peut etre introduite sur le vecteur a replication 
conditionneUe sujet de Tinvention, constituant ainsi un vecteur a replication 
conditionnelle permettant 1'expression de proteines d'interet chez E. Coli. Ce vecteur 
presente plusieurs avantages: pas d'utuisation d'antibiotique pour le selectionner chez 
la baaerie (moindre cout. pas de necessite d'etude quant a la presence dans le produit 
fini d'antibiotique ou de produits derives potentiellement toxiques). probabiUte 
pratiquement nulle de dissemination du plasmide dans la nature (origine de replication 
conditionnelle), fermentation possible en milieu totalement defini. Les exemples 
presentes montrent les proprietes avantageuses de ces vecteurs conditionnels pour la 
production de proteines recombinantes. 
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La presente invention sera plus completement decrite a 1'aide des exemples 
qui suivent. qui doivent etre consideres comme iUustratifs et non limitatifs. 

Legend e des Fi gures : 

Figure 1 : Organisation fonctionnelle de la region de R6K impliquee dans la replication. 
Figure 2: Organisation des domain es fonctionnelles de la proteine x du plasmide R6k. 
Figure 3: Representation du protocole d' introduction du gene pir dans le genome 
d'E.coli XAC1. 

Figure 4: Schema de contruction des vecteurs pXL2666. 2730 et 2754. 
Figure 5: Construction du pXL2774. 

Figure 6: Cinetique de croissance et de production en fermenteur de 2L. 
Figure 7: Cinetique de croissance et de production en fermenteur de 800L. 
Figure 8: Construction du pXL3056. 

Figure 9 : Visualisation de la proteine aFGF produite par E. coLi XAC-lpir-116 
(pXL3056+PT7pol23) apres induction. Les extraits ceUulaires totaux denatures sont 
deposes sur gel de polyacrylamide 12.5%-SDS. M: marqueur de masse moleculaire 
(Biorad. Low range). Chaque bande est identifiee par une fleche et un chiffre qui 
indique sa masse en kDaltons. 1: XAC-lpir-116 ( P XL3056+pUC4K) non induite: 2: 
XAC-lpir-116 ( P XL3056+pUC4K) induite a 42°C; 3: XAC-lpir-116 
(pXL3056+PT7pol23) clone 1, non induite; 4: XAC-lpir-116 (pXL3056+PT7pol23) 
clone 1. induite a 42°C; 5: XAC-lpir-116 ( P XL3056 + PT7pol23) clone 2. non induite: 
6: XAC-lpir-116 ( P XL3056+PT7pol23) clone 2. induite a 42°C; tl: l^g de aFGF 
purifie; t4: 4jjg de aFGF purifie. 

Figure 10 : Schema de contruction des vecteurs pXL3029 et pXL3030. 

I - MATERIELS ET METHODES 
25 A) Materiels 

1) Milieux de culture 
Us miu'eux complets LB. 2XTY et SOC. le milieu minimum M9 (Maniatis et 
al.. 1989) ont ete utilises. Les mibeux geloses ont ete obtenus par addition de 15 £ 
d'agar Difco. De plus, si necessaire. ces miUeux ont ete supplementes avec des 
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antibiotiques, ampicilline ou kanamycine, aux concentrations respectives de 100 mg/1 
et de 50 rng/1. Les substrats chromogenes. X-Gal et X-GIuc ont ete utilises a la 
concentration de 40 mg/1. 

2) Souches d'E. coli. plasmides et bacteriophages 

Les souches d'E. coli, les plasmides et les bacteriophages utilises sont 
identifies respectivernent dans les exemples ci-apres. 

5 B) Methodes 

1) Manipulation de l'ADN 

L'isolement d'ADN bacterien (plasmidique, genomique) et phagique (forme 
implicative de Ml 3), les digestions par les endonucleases de restriction, les ligatures de 
fragments d'ADN, 1 electrophorese en gel d'agarose (en tampon TBE) et autres 

10 techniques standard ont ete realisees suivant les recommandations des fournisseurs. 
pour lutilisation d'enzymes, ou en se conformant aux protocoles decrits dans 
"Molecular Cloning: a Laboratory Manual" (Maniatis et al., 1989). 

Les marqueurs de taille d'ADN utilises lors des electrophoreses sont les 
suivants : echelle 1 kpb (BRL) pour les fragments lineaires et le marqueur d'ADN 

15 surenroule (Stratagene) pour les plasmides non digeres. 

Le sequen^age a ete realise selon la technique de Sanger (Sanger et al., 1977) 
adaptee a la methode automatisee utilisant des dideox\-nucleotides fluorescents et la 
Taq ADN polymerase (PRISM Ready Reaction DyeDideoxy Terminator Cycle 
Sequencing Kit, Applied Biosystems). 

20 Les oligodesox\-nucleotides utilises (designes par M seq+n°'\ voir ci-dessous) 

ont ete synthetises sur le synthetiseur "Applied Biosystems 394 DNA/RNA 
Synthesizer" par la methode des phosphoramidites, utilisant des groupements 
protecteurs 8-cyanoethyles (Sinha et al., 1984). Apres synthese, les groupements 
protecteurs sont elimines par traitement a I'ammoniaque. Deux precipitations au 

25 butanol permenent de purifier et de concentrer 1'oligonucleotide (Sawadogo et al.. 
1991). 
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Sequence des olig onucleotides utilises pour ramplification par PCR : 

SEQ ID N°3 5'-GACCAGTATTATTATCTTAATGAG-3' 
SEQ ID N°4 5 GTATTT AATG AAACC GTACCTCCC- 3 ' 

SEQ ID N°5 S'-CTCTTTTAATTGTCGATAAGCAAGO' 
SEQ ID N°6 5'-GCGACGTCACCG AGGCTGTAGCCG-3 

Les reactions de PCR (Saiki et al., 1985) ont ete realisees dans les conditions 
suivantes, dans un volume total de 100 jxl. Le melange react iortnel comprend 150 ng 
d'ADN genomique de la souche a etudier, 1 \ug de chacun des 2 oligonucleotides- 
amorces (24-mer), 10 ul de tampon 10XPCR, dont la composition est la suivante "500 
mM KC1, 0,1 % gelatine, 20 rnM MgCb 100 mM Tris-HCl pH 7.5". et 2.5 unites de 
Taq ADN polymerase (Amplitaq Perkin- Elmer). Les conditions de PCR . sur Tappareii 
Perkin-Elmer Cetus DNA Thermal Cycler, sont les suivantes: 2 min a 91 °C. 30 cycles 
successifs de denaturation (1 min a 91°C), d'hybridation (2 min a 42°C) et d'elongation 
(3 min a 72°C), et enfin 5 min a 72°C. Les produits ainsi obtenus, digeres ou non par 
une enzyme de restriction, sont analyses par electrophorese sur gel d'agarose. 

L'analyse de differentes especes plasmidiques par les ADN topo-isomerases a 
ete realisee selon le protocole suivant: Les enzymes, purifiees dans son laboratoire, 
sont incubees pendant 1 heure a 37°C. Les melanges reactionnels (volume total: 40 ul) 
ont la composition suivante : 150 ng de plasrnide. 300 ng d' ADN topo-isomerase I, ou 
150 ng d'ADN gyrase d' E. coli, ou 160 ng d' ADN topo-isomerase IV de S. aureus et 
20 ul de tampon specifique de chaque enzyme. La composition de ces tampons est 
indiquee ci-dessous : 

pour 1'ADN topo-isomerase I : 50 mM Tris-HCl pH 7.7, 40 mM KC1, 

1 mM DTT t 100 jog/ml SAB t 3 mM MgCl2, 1 mM EDTA; 
pour 1'ADN topo-isomerase IV : 60 mM Tris-HCl pH 7.7, 6 mM MgCl2, 

10 mM DTT, 100 [ig/ml SAB, 1.5 mM ATP, 

350 mM glutamate de potassium; 
pour 1'ADN gyrase : 50 mM Tris-HCl pH 7.7. 5 mM MgCl2, 

1.5 mM ATP. 5 mM DTT. 100 |og/ml SAB, 20 mM KC1. 
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2) Transformation d'E. coli 

Elle a ete realisee en routine selon la methode TSB (Transformation and 
Storage Buffer) decrite par Chung et Miller (1988). Pour une souche comme TGI 
(Gibson et al. 1984), l'efficacite de transformation obtenue est de l'ordre de 10 5 -10 6 
transformants par M g de pUC4K (Vieira et Messing; 1982). Lorsqu'une efficacite de 
transformation plus elevee etait necessaire. les bacteries ont ete transform ees par 
electroporation selon le protocole preconise par le fabricant de I'electroporateur 
(Biorad). Cette methode permet d'atteindre des efficacites de 10 8 a 10 10 transformants 
par^gde pUC4K. 



3) Transection cellulaire mediee par un lipofectant cationique 

Les ceUules utilisees sont des fibroblastes murins NIH 3T3. ensemencees le 
jour precedent en plaques 24 puits. a une densite de 50 000 cellules par puits. Le 
milieu de culture utilise est le milieu DMEM, contenant 4,5 g/1 de glucose, complete 
avec 10 % de serum de veau foetal et 1 % des solutions de glutamine 200 mM et 
15 d'antibiotiques (streptomycine 5.10 3 u/ml, peniciUine 5.10 3 yig/ml) (Gibco). L'ADN 
plasmidique (1 M g dans 25ul de NaCl 9 %c) est melange, volume a volume, a une 
suspension de lipofectant. Quatre rapports "charges du lipofectant / charges de l'ADN" 
sont testes : 0, 3. 6 et 9. Ces rappons sont calcules en considerant que 1 p.g d'ADN 
plasmidique porte 3.1 nmoles de charges negatives et que le lipofectant comporte 3 
charges positives par molecule. Apres un contact de 10 minutes permettant la 
formation du complexe ADN/lipide. 50 ^1 de melange ADN-Upofectant est introduit 
sur les cellules en milieu de culture sans serum (500 ^1). Les cellules ont ete 
prealablement rincees 2 fois avec ce meme milieu. L'inhibition de la transfection par le 
serum est ainsi evitee. Apres incubation (2 heures a 37°C dans Tincubateur a C0 2 ). le 
25 milieu est additionne de 10 % de serum de veau foetal. Les ceUules sont ensuite 
remises a incuber pendant 24 heures. 
4) Mesure de Tactivite luciferase de cellules eucaryotes 

Elle est effectuee 24 heures apres la transfection. La luciferase catalyse 
lbxydation de la luciferine, en presence d'ATP. de Mg2+ et d'O;:. avec production 
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concomitante d'un photon. Remission totale de lumiere. mesuree par un luminometre. 
est proportionnelle a l'activite luciferase de l'echantillon. Les reactifs utilises sont 
foumis par Promega (Luciferase assay system) et utilises selon le protocole conseille. 
Apres Iyse des cellules, la fraction insoluble de chaque extra it est eliminee par 
5 centrifugation. Le dosage est effecrue sur 5 yl de sumageant, dilue ou non dans le 
tampon de lyse des cellules. 

3) Mesure de la concentration proteique des extraits cellulaires 

EUe est effectuee selon la methode BCA (Pierce) utilisant 1'acide 
bicinchoninique (Wiechelman et aL . 1988). La gamme- etalon de SAB est realisee dans 
le tampon de lyse (cf III-B-4). Les echantillons a doser et ceux de la gamme sont pre- 
traites. volume a volume, avec de liodoacetamide 0.1 M/tampon Tris 0.1 M pH 8.2. 
pendant 1 heure a 37°C. Ce traitement permet d'eviter. Interference, lors du dosage, 
de l'agent reducteur (DTT) present dans le tampon de lyse. La lecture du dosage 
s'effectue a 562 nm. 

15 EXEMPLE1: 

Construction des souches-hotes XAOlpir et pir-116 par recombinaison 
homologue. 

La souche mise en oeuvre est la souche E. coli XAC-1 (Norrnardy et al: 1980. 
Avantageusement. le gene argE de cene souche comporte une mutation Glutamine-53 
(CAG) en codon ambre (TAG) (Meinnel et aL. 1992). Le gene argE appartient a 
1'operon divergent argECBH et code pour une enz>-me de biosy-nthese^de l'arginine. la 
N-acerylomithinase. XAC-1 ne peut done synthetiser l'arginine et, en consequence, 
croitre en milieu minimum. Cene auxotrophic sera levee si la souche abrite un 
plasmide permettant Texpression d'un ARNt suppresseur. U sera done possible, par 
culture en milieu minimum, de selectionner les bacteries qui portent un tel plasmide. 
Pour y permettre la replication des plasmides derives de R6K. U a ete necessaire 
d'introduire. par recombinaison homologue. le gene pir dans le genome de XAC-1. Le 
gene pir (sauvage ou mute) est introduit au locus uidA par echange entre le gene uidA 
sauvage et une copie interrompue par le gene P «r (ou pir-116). Le gene uidA code 
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pour une ^-glucuronidase, enzyme d'hydrolyse des B-glucuronides. Ce gene peut etre 
inactive sans probleme puisqu'U nest pas essentiel a la croissance dans les milieux 
synthetiques classiques, dans lesquels les B-glucuronides ne sont pas utilises. De plus, 
l'activite B-glucuronidase peut etre suivie grace a un substrat chromogene. le X-Gluc. 
5 dont l'hydrolyse libere un pigment bleu. 

1) Construction d'un vecteur-suicide portant la cassette "KmR-uidA::pir (ou pir-116) 

Nous avons utilise une strategie impliquant un seuJ note bacterien et 
minimisant les modifications du genome de la souche d'interet. Le phage M13mpl0 
(Messing et Vieira; 1982) a ete utilise comme vecteur-suicide (Blum et al. . 1989). Une 
mutation ambre dans le gene II. essentiel pour la replication, reduit le spectre d'hote de 
ce M13 aux souches. telle TGI isupE). qui produisent un ARNt suppresseur d'ambre; 
U ne pourra done se repliquer dans les souches d' E. coli sup+. comme XAC-1. 

Les cassettes BamHl de 3.8 kpb. contenant le gene de resistance a la 
kanamycine de Tn5 et _uidA::pir ou pir-116. ont ete purifiees, respectivement. a partir 
de M13wm34 et 33 ( Metcalf et al; 1994). Elles ont ete donees dans M13mpl0 
linearise par BamWl. Les clones recombinants ont ete selectionnes par etalement sur 
milieu gelose LB + Km. apres electroporation dans TGI des melanges de ligature. La 
conformite des clones obtenus a ete montree par analyse du profil de restriction et par 
sequencage de la region correspondant a la mutation pir-1 16. 

2) Introduction par recombinaison homologue des genes pir ou pir-116 dans le 
genome d'E. coli XAC- 1 

La strategie adoptee et les differents evenements impbques sont presentes dans la 
figure 3. 

a) Premier evenement de recombinaison 

La souche XAC-1 a ete transformee par electroporation avec 10. 100 ou 
2000 ng de chaque RF (mp\0-_uidA::pir ou pir-116). Un tiers de chaque melange 
d'expression a ete etale sur boites LB contenant de la kanamycine et incube la nuit a 
37°C. Us phages mp\0-_uidA::pir ou pir-1 16 ne peuvent se repliquer dans la souche 
XAC-1 lsup + ). Le marqueur Km^ ne peut donc.se maintenir que par integration dans 
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le genome de la bacterie. via une recombinaison homologue avec la copie sauvage du 
gene uidA. Les resultats des electroporations de XAC-1 sont presentes dans le tableau 
1. L'efficacite de transformation obtenue etait de 4.10? transformants par de 
pUC4K. 



CONSTRUCTION 


Nombres de colonies obtenues 
avec les quantite d'ADN transformer 1 




10 ng 


100 ng 


2000 ng 


M 1 3mp 1 0-_uidA : :pir 


1 


41 


146 


M 1 3mp 1 0-_uidA : :pir-l 16 


0 


16 


124 



TABLEAU 1 
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Dans les conditions testees. le nombre d' integrants croft de facon non lineaire 
avec la quantite d'ADN. Connaissant l'efficacite de transformation et la taiUe des RF 
(11.7 kpb). on peut avoir une idee approximative du taux de recombinaison. En 
considerant le point a 1 00 ng. on obtient une frequence de recombinaison de l'ordre de 

10-6. 

b) Deuxieme evenement de recombinaison 

Le deuxieme evenement de recombinaison sera ensuite selectionne par la 
resistance des souches au desoxycholate (Doc R ). 

Pour ce faire. 5 integrants de chaque construction ont ete mis en culture en milieu 
2XTY additions de 0,2 9c de desoxycholate de sodium. Deux populations distinctes 
sont apparues. Certains clones donnent un trouble bien visible apres environ 8 heures a 
37°C (deux clones pour la construction pir et trois pour la construction pir-116). Les 
autres clones ont donne une culture dense seulement apres la nuit a 37°C. lis etaient 
quasiment tous KmS CO m me attendu. Pour chacun des electroporants etudies. 50 
descendants KmS ont ete stries sur LB additionne de X-Gluc. Apres 48 heures a 37«C. 
les clones UidA+ etaient bleu pale alors que ceux qui avaient subi un remplacement 
d'allele (cas n°l. figure 3), sont restes blancs sur ce milieu (UidA-). Le tableau 2 
resume 1' analyse des phenorypique des recombinants doubles obtenus. 
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De 18 a 30 % des doubles recombinants ont subi un remplacement d'allele. 



souche 


nombre de Km s 

parmi les Doc R 


pourcentage de UidA" 
parmi les Km s 


XAC-1 pir-2 


50/50 


18 


XAC- 1 pir-2 


50/50 


24 


XAC - 1 pir-4 


50/50 


34 


XAC-1 pir- 116-1 


50/50 


32 


XAC pir-116-A 


35/50 


30 



TABLEAU 2 



3) Controle du caractere Pir+ des souches obtenues par recombinaison 

5 Afin de s'assurer du caractere Pir+ des souches obtenues par double 

recombinaison. nous avons transforme trois clones de chaque construction par pBW30 
(Metcalf et aL % 1994), L'obtention de transformants pour toutes les souches testees a 
penmis de montrer la fonctionnalite des genes pir et pir-116 integres dans le genome 
de XAC-1. Dans les memes conditions, aucun transformant n'est obtenu avec la 
10 souche parentale XAC-1. Nous avons poursuivi I'etude de 2 clones XAC-\pir (B et C) 
et 2 clones XAC-lpir-116 (E et D). 

4) Controle par amplification par PCR des souches obtenues par recombinaison 

Pour confiimer le remplacement d'allele, nous avons controle par 
amplification par PCR les regions genomiques de part et d*autre du locus uidA. 

15 Chaque couple d'oiigonucleotides est consume d'un oligonucleotide correspondant a 
une region interne de pir et d'un deuxieme oligonucleotide correspondant a une region, 
proche de uidA chromosomique, mais non comprise dans le fragment qui a servi a la 
recombinaison. La sequence de ce dernier oligonucleotide a ete detenrninee grace a la 
sequence ECOUIDAA de Genbank (numero d'acces : M 14641). Nous avons ainsi pu 

20 verifier le positionnement exact du gene pir dans le genome de la bacterie. La nature 
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des fragments amplifies, dont la taille est conforme a celle que 1'on pouvait pre voir, a 
ete confirmee par digestion par MIul. 

EXEMPLE 2 

Construction de vecteurs plasmidiques derives de R6K portant le marqueur de 
5 selection sup Phe 

Nous avons construit des vecteurs comportant I" ori y de R6K et le gene de 
resistance a la kanamycine (pXL2666). Lobservation de muJtirneres de pXL2666 dans 
la souche BW19610 (pir-116) 5 (Metcalf et aJ; 1993 nous a amene a etudier l'effet du 
fragment cer de ColEl sur ce phenomene. Nous avons ensuite introduit sur le vecteur 
10 ori 7 -Km R -cer (pXL2730) la cassette d'expression de I'ARNt suppresses 
Phenylalanine (sup Phe). Ce vecteur, pXL2760. sen de base a la construction de 
vecteurs utilisables en therapie genique. 

1 ) Construction et analyse des vecteurs comportant I* ori y de R6K et le gene de 
resistance a la kanamycine 

15 a) Constructions 

Dans le premier plasmide construit, pXL2666, le gene de resistance a la 
kanamycine provient de pUC4K (Vieira et messing; 1982) et r origine de replication, 
contenue dans un fragment EcoRl-BamHl de 417 pdb, provient du vecteur-suicide 
pUT-T7pol (Henrero et al; 1990) (figure 4). Le transfer! de pXL2666 dans les souches 
20 BW19094 et 19610 (Metcalf et al; 1994) a permis de montrer que la quantite de 
plasmide est bien augmentee dans une souche pir-116, par rappon au meme plasmide 
dans une souche pir. Toutefois. l'analyse par electrophorese des plasmides non digeres 
montre que cette augmentation va de pair avec Tapparition de quelques formes 
multimeriques. Vraisemblablement, ce phenomene est lie a une recombinaison 
25 intermoleculaire entre les multiples copies du plasmide. Aussi avons nous construit 
pXL2730 en clonant sur pXL2666 !e fragment cer du plasmide naturel d'E. coli 
ColEl, dont il avait ete montre quil permenait. en cis, la resolution des dimeres de 
plasmides (Summers and Sherrat, 1984). Le fragment utilise correspond a un fraement 
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Hpall de 382 pdb de CoIEl (Leung et aL, 1985). U contient un site de recombinaison 
intenmoleculaire specif ique; il implique uniquement, pour etre fonctionnel. des 
proteines de l'hote dont les recombinases XerC et XerD, et les facteurs accessoires 
ArgR et PepA (Stirling et aL, 1988. 1989; CoUoms et aL, 1990). Pour s'assurer que 
les effets observes sont bien dus au fragment cer, nous avons aussi cons taut le 
plasmide controle pXL2754 dans lequel le fragment cer est delete de 165 pdb. Cette 
deletion a ete montree comme aboiissant Taction de cer sur la resolution des 
multimeres (Leung et aL . 1985). Les differentes etapes de clonage conduisant a la 
construction de ces plasmides sont presentees sur la figure 4. 

b) Analyse quantitative et qualitative des especes plasmidiques 
•analyse par electrophorese en gel d'agarose 

L'analyse par electrophorese des differents plasmides construits a permis la 
mise en evidence de diverses especes plasmidiques, variables suivant les souches 
utilisees. La taille des plasmides non digeres a ete evaluee par rapport au marqueur 
d'ADN surenroule. Dans la souche pir (BW19094), les plasmides pXL2666. 2754 et 
2730 sont pratiquement entierement sous forme monomerique. Les bandes au dessus 
de chaque bande principale correspondent a differents topo-isomeres, legerement 
moins surenroules. comme le confirme le profil observe apres action de 1'ADN gvrase 
avec pXL2730. 

Dans le cas de la souche pir- 1 16 (BW19610). les prof Us sont differents : on 
observe avec les plasmides pXL2666 et 2754 differentes especes ailant du mono in ere 
aux multimeres (2 t 3 ou 4 unites), la forme majoritaire etant le dimere. Apres digestion 
par £coRJ, on ne retrouve que l'ADN plasmidique lineaire; ces especes plasmidiques 
correspondent soit a des multimeres de plasmides. soit a des topo-isomeres divers. 
Toutefois, la taille des formes determinee d'apres le marqueur d'ADN surenroule etant 
un produit entier de celle du plasmide monomere, U est fort probable quil s'agisse de 
multimeres. La formation des multimeres esi tres probablement imputable a la 
mutation pir-116. bien que les deux souches BW19094 et BW19610 ne soient pas 
strictement isogeniques (BW19610 esi rccA). Le profil obtenu avec pXL2730 e^t 
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different : bien que des formes multimeriques soient encore visibles, la forme 
majoritaire est la forme monomerique. Le fragment cer peut done faciliter la resolution 
des multimeres de plasmide que nous avons construit et ceci de facon independante de 
recA. dans BW 19610. 

•analyse apres traitement par les ADN topo-isomerases 
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Afin d'ecarter l'hypothese selon laquelle les formes observers dans les souches portant 
Yallelepir-116 seraient des topo-isomeres particuliers, chaque preparation de plasmide 
a ete soumise a l'action d'ADN topo-isomerases. Les activites des differentes enzymes, 
dans les conditions experi mental es sont les suivantes : relachement de I'ADN pour 
J'ADN topo-isomerase I d'E. coli, surenroulement negatif de I'ADN relache pour 
I'ADN gyrase d'E. coli, et desenchevetrement des ADN entrelaces et relachement de 
I'ADN surenroule par l'.ADN topo-isomerase IV de £ aureus. L' action de I'ADN 
topo-isomerase IV a permis de montrer que les formes plasmidiques de haut poids 
molecuJaire ne resultaient pas de I'enchevetrement de plusieurs molecules de 
plasmides; dans ce cas. eUes auraient alors ete converties en l'espece monomerique. La 
foncuonnalite de Tenzyme a bien sur ete controlee sur une preparation d'ADN de 
kinetoplastes, composee de molecuJes d'ADN enchevetrees (non montre). L'activite de 
relachement est aussi visible puisqu' on obtient des especes migrant moins que dans les 
temoins non traites. L'action de I'ADN gyrase a penmis de convertir les topo-isomeres 
legerement relaches en l'espece la plus surenroulee extraite de la baaerie (monomere 
ou dimere princtpalement). De plus, elle a permis de verifie que les ADN prepares sont 
majoritairement sous forme surenroulee. Les echantillons ainsi traites permettent de 
confirmer les resultats precedents quant aux especes majoritaires pour chaque 
construction. L'ADN topo-isomerase I a bien relache I'ADN mais de fa ? on panieUe. 
25 Ceci pourrait etre du au fait que les plasmides etudies ne component que peu de zones 
simples brins. sur lesquelles cene enz\7ne se lie preferentieUement (Roca, 1995). 

2) Introduction du marqueur de selection sup Phe sur pXL2730 

Nous avons utilises la cassette d'expression du gene d'ARNt suppresseur 
svnthetiques (Phe) (Kleina et ai. 1990). Celui-ci introduit dans la chaine 
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polypeptidique en formation une Phenylalanine en reponse a un codon TAG. De plus. 
U permet la production dans XAC-1 dune proteine ArgE suffisamxnent active pour 
permettre une bonne croissance en milieu carence en arginine. Sur le plasmide pCT-2- 
F (Normanly et al: 1986). sup Phe est exprime de maniere constitutive a panir dun 
5 promoteur synthetique derive de la sequence du promo teur du gene Ipp d' E. coli, 
P/pp. En aval de ce gene, l'arret de transcription est assure par le terminateur 
synthetique de l'operon rrnC d' E coli. TrrnC (NormanJy et al. . 1 986). Les differentes 
etapes de clonage sont indiquees sur la figure 5. 

Les differents sous-clonages ont ete realises dans XAC-1. La fonctionnalite 
de la cassette depression de l'ARNt suppresseur est ainsi controlee grace a Taaivite 
8-galactosidase de cene souche qui n'existe que s'il y a suppression du codon ambre du 
gene lacZ u 118am- La derniere etape consiste en l'introduction de la cassette 
depression de sup Phe sur pXL2730. Les resultats obtenus avec le fragment cer (B- 
\-b) nous ont fait choisir ce plasmide plutot que pXL2666. Nous avons conserve le 
gene de resistance a la kanamycine pour des facilites de clonage ulterieur. notamment 
pour disposer d'un criblage supplemental lors du clonage final (perte de Km R ). 

EXEMPLE 3: 

Validation du vecteur plasmidique pour des applications en therapie genique par 
transfection de fibroblastes murins. 



10 



20 



1 ) Construction du vecteur rapporteur pXL2774 

Af in de tester la validite en therapie genique du systeme de production d'ADN 
plasmidique. nous avons introduit sur pXL2760 un gene rapporteur, utilisable dans les 
cellules eucaryotes. Nous avons utilise le gene luc codant pour la luciferase de 
Photinus pyralis car le test de mesure de bioluminescence est tres sensible, lineaire sur 
25 une large gamme et le bruit de fond du a l'activite endogene des ceUules eucaryotes est 
tres faible. Le gene luc est sous controle des sequences promotrices-amplificatrices 
d'un gene precoce du c>tomegalovirus humain (promoteur CMV) qui permet une 
expression a taux eleve. En 3' de luc se trouve une region non traduite. provenam du 
virus SV40. qui contient le signal de polyadenylation (poly(A)+). Apres un clonage 
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intermediate permettant d'augmenter le nombre de sites de restriction disponibles, la 
cassette "promoteur CMV-/wc-poly(A)+" est introduite sur le vecteur minimal ori y - 
cer-sup Phe (pXL2760) a la place du marqueur Km R . Le plasmide resultant a ete 
appele pXL2774. La figure 6 rassemble les diverses etapes de clonage. Les melanges 
5 de ligature ont ete transformes par electroporation dans XAC-\pir-l 16. L'incubation 
permettant aux bacteries l'expression des marqueurs de selection s'effectue en milieu 
riche (milieu SOC); il a done ete necessaire de laver les cellules deux fois avec du 
milieu M9 avant l'etalernent Ceci a permis d'eliminer le milieu residuel qui aurair 
entraine un bruit de fond de culture sur milieu minimum. 

10 milieu choisi pour etaler les cellules electroporees est le milieu minimum 

M9, qui permet de selectionner les bacteries exprimant un ARNt suppresseur et done 
la presence de nos plasmides. L'addition de X-Gal permet, par la coloration bleue, de 
visualiser I'expression de l'ARNt suppresseur. Les boites sont analvsees apres environ 
20 heures a 37°C. L'absence de colonies sur le temoin sans ADN nous assure que la 
15 selection est conrecte. meme avec des ensemencements denses. Tous les clones 
examines par restriction (8) portent bien un plasmide, correspondant au prof i I attendu. 
Le plasmide ainsi construit, pXL2774. a ete prepare a partir d'un clone cultive dans un 
litre de milieu liquide M9 (environ 18 heures a 37°C), par une technique faisant appel 
entre autre a un echange d'ions (kit Promega, MegaPreps). La quantite d'ADN 
20 recueillie est de 2 mg. 

2) Analyse du vecteur rapporteur pXL2774 transfecte dans les cellules de mammiferes 

La capacite de pXL2774 a transfecter les cellules eucar\'otes et a permettre 
l'expression de la luciferase est evaluee par transfection dans les fibroblastes murins 
NIH 3T3. Le vecteur choisi comrne reference est le plasmide pXL2622 (il s'agit du 
25 plasmide pGL2 de Promega dont le promoteur SV40 a ete remplace par le promoteur 
CMV) qui porte la meme cassene d'expression de la luciferase que pXL2774, mais sur 
un replicon different. C'est un derive de ColEl. de 6,2 kpb, qui porte le gene de 
resistance a rampicilline. Ce plasmide nous sen de temoin. Les activites luciferase 
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(exprimee en RLU. ou unites relatives de luminescence) sont indiquees dans le tableau 
3. 

Les results is les meilleurs ont ete obtenus avec un rapport "charges 
lipofectant/charges ADN" de 6 : dans ces conditions. pXL2622 et 2774 semblent 
5 equivalents. 



P XL2622 | pXL2774 



rapports 


RLu/ng de 


Moyenne 


Coefficient 


RLU/ug de 


Moyenne 


Coefficient 


de 


proteines et 




de variation 


proieines ei 




de 


charges 


par puits 




(9c) 


par puits 




variarion 














<9r) 




0.0 






0.0 






0 


0.0 


non detectable 




0.0 


non detectable 












0,0 








9.9 10 6 






3.3 10 6 






3 


6.2 10 6 


7.6 10 6 


22 


2.9 10 6 


2.9 10 6 


13 




6,6 10 6 






2,4 10 6 








1.2 10 7 






9.4 10 6 






6 


1.5 10 7 


1,5 I0 7 


19 


9.9 10 6 


1.0 10 7 






1.9 10 7 




1 


1.1 10 7 








9.5 10° 






1.1 10 7 






9 


7.5 10 6 


1.0 10 7 


26 


8.3 10 6 


6.4 IO 6 


13 




1.4 10 7 






S.5 10 6 







TABLEAU 3 

EXEMPLE 4 



Verification du caractere de vecteur suicide chez E. coli des plasmides pCOR 

Le caractere non replicatif des plasmides derives de R6K type pCOR a ete 
verifie par une experience delectroporation dans E. coli JM109 (Yanisch-Perron et al.. 
1985) des plasmides pUC4K (ori ColEI-KmR.(Vieira et Messing, 1982)) et pXL2730 
(ori gamma de R6K-KmR, voir exemple 2). Lelectroporateur utilise est le Gene Pulser 
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Biorad et les ceUules JM109 electrocompetentes sont preparees et uulisees selon le 
protocole du fabricant (Bacterial electro-transformation and pulse controUer 
instruction manual, catalog number 165-2098). 

Les ceUules electrotransformees ont ete etaJees sur milieu LB additioruie de 
5 kanamycine (50mg/l) et incubees la nuit a 37°C. Les resultats obtenus sont presentes 
ci-dessous. 



Resultats: 



Plasmide 


quantite transform ee 
tag) 


nombre de 
transform ants 


Efficacite 
(nombre de transformants/ng 
de plasmide) 


pUC4K 


0,01 


»2000 


>2 105 


pXL2730 


5 


0 


0 



Ces resultats montrent qu'il y a au minimum 5 log de difference entre l'eff icacite 
de transformation d'un derive de ColEI (pUC4K) par rapport a un derive de R6K 
(pXL2730) dans une souche n'exprimant pas le gene pir. Dans une souche pir+ corrtme 
XAC-lpir-116. 1" efficacite d'electrotransformation de plasmides derives de R6K 
atteint ou depasse classiquement les 108 transformants / par ng de plasmide. 



EXEMPLE 5: 

Production d'ADN plasmidique par culture a haute densite de la souche 
15 E.coli XAC-lpir-1 16 (pXL2774) : Procede de fermentation. 

5.1. Souches : Production dans E.coli XAC-lpir-116 (exemple 1). d'un 
plasmide minimal, pXL2774; Ce plasmide comprend les elements suivants: ori R6K- 
cer-tRNAamsupPhe et une cassette d' expression du gene rapponeur luc sous controle 
du promoteur CMV (exemple 3). II a ete developpe un procede a haute productivite 
20 pour la production de ce type de plasmides. 
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5:2. Milieux et condi tions de c ulture- 
a) Milieu de croissance: 

Composition du milieu defini utilise pour les cultures inoculum 
(^l):Na2HPQ4 6. KH2P04 3. NaCI 0.5. NH4CI 1. NH4H2P04 3. glucose 5, 
5 MgSO4.7H20 0.24. CaC12.2H20 0.015, thiamine HC1 0.010 

■ Composition du milieu complexe utilise pour les cultures en fed-batch (g/1). 
KH2P04 8. K2HP04 6.3. Na2HP04 1.7. (NH4)2S04 0.74. NH4CI 0.12. extrait de 
levure 3. glucose 2. MgSO4.7H20 2.4g/l. CaC12.2H20 0.015. thiamine 0.010. 
solution de sels (Fe. Mn. Co. Zn. Mo. Cu. B. Al). 



10 



15 



20 



25 



Composition du milieu defini pour les cultures en fed-batch milieu identique 
au milieu complexe mais Textrait de levure est remplace par 2.5 g/1 de NH4C1. 

b) Conditions de culture en fed-batch: 

Des etudes en fermenteurs de 2 litres (Setric France) contenant 11 de milieu ont 
ete realisees afin de definir les conditions optimales de croissance et de production 
d'ADN plasmidique. Le fermenteur a ete ensemence avec 80 ml d'une culture inoculum 
arrivee en debut de phase stationnaire de croissance. 

Pendant la fermentation, le pH a ete controle et ajuste automatiquement entre 
6.9 et 7.0 avec de l'ammoniaque 10 % (p/v); la temperature est maintenue a 37°C : 
Iteration a ete fixee a 75 1/h ((1.1 v^-m) sous une pression de 0.2 bar et 1'oxygene 
dissous a ete controle a (40 % de la saturation d'air par retroaction sur la vitesse 
d'agitation et. si necessaire. par enrichissement par de 1'oxygene pur. 

Tous les parametres (pH. temperature, agitation. OD. 02 et C02 dans les gaz 
effluents) ont ete collectes et calcules en Ugne par 1'intermediaire d'une uiterface 
HP3852 connectee a un Hewlett-Packard 9000. 

U composition de base du milieu d'alimentation est la suivante : source de 
carbone 50 %. sulfate de magnesium 0.7 9c. thiamine 0.02 %: pour le milieu complexe. 
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il a ete ajoute de l'extrait de levure a une concentration comprise de preference entre 5 
et 10 %. 

Afin d'adapter les conditions de culture aux fermenteurs de 800 litres, des 
sequences de production cornportant deux cultures inoculum successives ont ete 
5 realisees, a l'echelle du laboratoire: inoculum I en erlenmeyer agite et inoculum 11 en 
fermenteur de 2 litres (cultures en batch), suivie par une culture de production en fed- 
batch, en fermenteur de 7 litres. 

5.3. Resultats 

Differentes conditions de culture ont ete etudiees en milieu cornplexe, en milieu 
10 defini, et a differents taux de croissance. Dans tous les cas, apres une culture initiale en 
batch de la souche bacterienne et consommation de la source de carbone, le milieu 
d'ahmentation a ete ajoute au fermenteur grace a une pompe peristaltique couplee a un 
profil d'addition pre- program me. Ce profil a ete deduit d'experiences anterieures dans 
lesquelles le taux ^alimentation avait ete asservi soit au taux d'oxygene dissous, soit a 
15 un taux de croissance constant. 

De plus, de facon a extra poler sans difficulte les conditions de fermentation de 
2 litres a un fermenteur de 8001 sans suroxygenation du milieu, la demande maxirnale 
en oxygene en fin de culture a ete fixee a 2,5-3 mM/min. Pour cela. le taux de 
croissance du micro- org anisme a ete reduit, si necessaire, par action sur le debit 
20 d'ahmentation de la charge complementaire. 

Comme le montre le Tableau 4, de tres bon resultats ont ete obtenus a la fois 
en milieu complexe et en milieu defini, que ce soit a l'echelle du laboratoire ou a 
l'echelle d'un fermenteur de 800 litres; les cinetiques de croissance et de production 
d'ADN plasm idique sont de plus tout a fait comparables (cf. figures 6 et 7). 
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Milieu complexe 


Milieu defini 




Fermenteur 
de 2 ou 71 


Fermenteur 
de 8001 


Fermenteur 
de 21 


duree de 
fermentation (heure) 


40 


39 


48 | 




0.130 


0.132 


0.124 


DO (600nm) 


114 


100 


94 


X p/J 


44 


37 30 


ADN plasmidique 
(mg/1 milieu) 


115 


100 


100 


ADN plasmidique 
(mg/gX) 


2.6 


2.7 


3. 3 

1 



X=biomasse (poids de cellules seches) 

TABLEAU 4 

Les resultats globaux font ressonir que : 

^ - le changemem d'echelle du fermenteur de 2 litres a celui de 800 litres peut 

etre effectue sans probleme aucun, 

- l'oxygene consomme est fonement correle a la biomasse produite (1.08 g 02/ 
g biomasse produite), 

- le plasmide est stable pendant au moins 50 generations sans pression de 
10 selection, 

- on peut obtenir une biomasse elevee, superieure a 40g de cellules seches/litre. 
en milieu complexe, 

- la production d'ADN plasmidique arteint les 100 mg d'ADN surenroule / 1 de 



milieu, 



- U existe une tres bonne correlation entre la production d'ADN et la biomasse: 
on peut estimer la production a (1 nig d'ADN plasmidique / unite de DO. ou bien 
(2.7 mg d'ADN plasmidique / g de biomasse. et ceci quelle que soil la duree de 
fermentation. 
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- l'utilisation d'un milieu defini permet aussi d'atteindre une biomasse (30 g de 
cellules seches/l) et une production d'ADN plasmidique (100 mg/1) elevees, et ceci 
sans aucune perte de productivity. 

EXEMPLE 6: 

Transfert de pXL2774 dans les cellules a ni males, in vitro et in vivo. 

6. 1. Transfen in vitro de pXT ?77,i ^ ? r, s les cellules animates 

La capacite du plasmide minimal pXL2774 a transferer differentes lignees 
oeUuIaires a ete testee in vitro, tant sur des cellules d'origine humaine que d'origine 
murine. Le plasmide pXL2784 a ete utilise comme temom. U contient la meme cassette 
^expression eucaryote (promoteur CMV-luciferase-polyA) que pXL2774 mais c'est 
un derive de ColEl de 6.4kb qui comprend le gene conferant la resistance a la 
kanamycine chez E. coli. 

Les cellules testees sont les suivantes: 



CeUules 


Type 


Ref Atcc/ref. 
Biblio 


3LL 


Carcinome pulmonaire de souris 




NIH 3T3 


Fibroblastes d'embryon de souris 


CCL92 


293 


Cellules renales d'embryon humain transformees 
par l'adenovirus type 5 


CRL1573 


HeLa 


Carcinome humain du col de I'uterus 


CCL2 


Caco-2 


Adenocarcinome humain du colon 


HTB37 


H460 


Carcinome humain du poumon non a petites 
cellules 


HTB177 


ECV 304 


Cellules endotheliales humaines de cordon 
ombilical 


Takahashi et 
al..l990 

i 



Les conditions de transfection ont ete les suivantes : 
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J-l: Ensemen cement des cellules a la densite de 100 000 cellules par puits 
de 2 cm2 (plaque 24 puits) en milieu DMEM (Dulbeccos modified Eagle Medium) 
supplement^ par 10 % de serum de veau foetal (SVF). 

J-3: Transfection des cellules, par 10 ^1 d'une solution de transfecuon 
contenant: 0.5 M g d'ADN, 150mM NaCl. 5 9c glucose et 3 nmoles de lipofectant 
RPR120 535 par y.g d'ADN, dans 250 uJ de milieu de culture, additionne ou non de 
10 % de SVF. Apres une incubation de 2 heures. le milieu est remplace par 500 |_tl de 
milieu DMEM additionne de 10 % de SVF. 

J-4: Renouvellement du milieu de culture 

J-5: Lavage des cellules au PBS puis Iyse par 100 ^1 de tampon de lyse 
Promega (Promega Cell Lysis Buffer E153 A). Le dosage de I'activite luciferase 
s'effectue dans un luminometre Lumat LB 9501 (Berthold) sur 10 ^ de lysat. avec une 
duree d'integration de 10 secondes. Le reactif utilise est celui de Promega (Promega 
Luciferase Assay Substrate). Les resultats, rassembles dans les tableaux suivants. sont 
exprimes en RLU (Relative Lights Unit) pour 10 de lysat (moyenne de mesure sur 4 
puits). Les coefficients de variation (CV) sont aussi indiques. 

Les resultats de transfections en absence de serum sont presentes ci-dessous. 





TYPES CELLULAIRES 




NIH 3T3 


3LL 


293 




pXL 2774 


37 763 380 


559 270 


1 884 200 


RLU 




16 


25 


73 


CV 


pXL2784 




113 764 


1 723 546 


RLU 






24 


101 


CV 



TYPES CELLULAJRES 















HeLa 


CaCo2 


H460 


ECV304 


pXL 2774 


1 1 000 000 
15 


I 108 422 
14 


1 459 501 
5 


36 450 
23 


pXL2784 


557 930 
87 


S3 610 
40 


7 563 
11 


168 795 
40 
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Les resultats de transfections en presence de serum (10 %) sont presentes ci-dessous 

TYPES CELLULAJRES 





NIH 3T3 


3LL 


293 


pXL 2774 


50 612 590 


566 377 


992 500 




12 


J 18 


59 


PXL2784 


12 693 780 


436 704 


2 300 000 




38 


12 


47 


TYPES CELLULAJRES 






HeLa 


H460 


ECV304 


pXL 2774 


9 490 000 


857 385 


18 021 




25 


16 


30 


PXL2784 


1 508 480 


433 023 


32 074 


1 


23 


27 


47 



Ces resultats font ressortir la capacite de pXL2774 a transfecter. in vitro, de 
facon efficace differents types cellulaires d'origine aussi bien murine qu'humaine.. 
L'expression du gene rapporteur luc permet de montrer que son efficacite de 
trjwsfection est au moins aussi bonne que celle d'un plasmide "classique". derive de 
ColEl. qui pone la meme cassene depression de la luciferase. 

6.2. Transfer! in vivo chez l'animql (souris) de pXL2774 
a) Modele 1 : ADN nu dans le muscle tibial cranial de souris 

L'ADN plasmidique nu. en solution dans "glucose 5 9t. NaCl 150mM". est 
injecte dans le muscle tibial cranial de souris OF1. Les muscles sont preleves 7 jours 
apres injection, haches, homogeneises dans 750 p.1 de tampon de lyse (CeU Lysis 
Buffer Promega El 53 A) puis centrifuges a 20 000 ¥ g pendant 10 minutes. 

Le dosage d'activite luciferase est realise sur 10 pj surnageant apres addition de 
50 nl de reactif (Promega Luciferase Assay Substrate). La lecture s'effectue sur le 
luminometre Lumat LB9501 (Berthold) avec une duree d'integration de 10 secondes. 
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Les resultats sont presentes dans le Tableau ci-dessous. 



Plasmide 


pXL2784 


pXL 2774 


pXL2784 


pXL 2774 


nombre de 
muscles: 


8 


8 

- 


10 


10 


volume injecte 
Oil): 


30 


30 


33 


33 


d'ADN/muscle 


19 


13.5 


10 


6.25 


RLU (pour 10 |il ) 


Moyenne 


80 922 


471 733 


35329 


30569 


Ec art-type 


104 573 


402 602 


■ 37041 


35774 



Ces resultats indiquent quun plasmide a replication conditionneUe comme 
pXL2774 est bien capable de transfecter des cellules muscul aires de souris in vivo et 
ceci avec une efficacite comparable, voire superieure a celle d'un plasmide "classique". 
derive de ColEl, qui porte la meme cassette d'expression du gene de la luciferase. 

b) Modele 2: modele tumoral 3T3 HER2 

Le modele est le suivant: 

- Souris de type Swiss/nude femelles adulte 

- Tumeurs experimentales induites apres injection de 107 cellules 3T3 HER2 
par voie sous-cutanee au niveau du flanc. 

- L'injection du melange de transf ection est realisee 7 jours apres 1'injection 
des cellules 

Solutions injectees: L'ADN est d*abord solubilise dans le tampon. Apres 
addition de tous les produits, le melange contient, outre l'ADN, du NaCl U50mM) et 
du D-Glucose 5 % dans l'eau ou le tampon HEPES 5mM. 
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- Deux jours apres r injection, le tissu tumoral est preleve, pese puis hache et 
homogeneise dans 750 \A tampon de lyse (Promega Cell Lysis Buffer El 53 A). Apres 
centrifugation (20 000 g pendant 10 minutes), on preleve 10 ^1 de sumageant qui 
permettent 1'evaluation de l'activite Iuciferase. Cette activite est determinee par mesure 
5 de remission lumineuse totale obtenue apres melange avec 50 ^1 de reactif (Promega 
Lucif erase Assay Substrate) dans un luminometre Lumat LB 9501 (Berthold) avec une 
duree d'integration de 10 secondes. 

L'activite resultante est exprimee en RLU (Relative Lights Units) estimee dans 
la t ota lite du sumageant de lyse tumorale. 

10 Resultats : 



Tampon 


Plasmide 


Resultat RLU Aumeur 


+/n 


H20 ou 


reference 


tumeur 


[ADN] 


moyenne 


ec art-type 




HEPES 






finale ds 














sol.inj. 








HEPES 


pXL2784 


10 


0.5 p.g/p.1 


744 150 


682 434 


6/6 




pXL2774 


10 


0.5 p.g/p.1 


1 016 380 


1 322 500 


5/6 


H20 


pXL2784 


24 


0.6 vigj\x\ 


2 906 073 


1 745 857 


8/8 




pXL 2774 


16.8 


0.4 ng/ul 


4 292 043 


4 995 187 


6/6 


H20 


pXL2784 


7,5 


0,3 


702 554 


552 207 


6P 




pXL2774 


5 


0,2 ^g/ul 


3 413 430 


4 000 875 


6/6 



Ces resultats indiquent qu'un plasmide a replication conditionnelie, comme 
pXL2774 t est bien capable de transfecter des cellules tumorales de souris in vivo et 
ceci avec une efficacite au motns comparable a celle d'un plasmide "classique". derive 
de ColEl, qui porte la meme cassette d'expression du gene de la Iuciferase. 



vJSOOClD: <WO 9710343A1_I_> 



42 



PCT/FR96/0M14 



10 



15 



Ces differentes experiences ont permis de demontrer que les plasmides a 
replication conditions, et plus partictuierement pXL2774. presentment bien les 
cara«eristiques de transfection de cellules animales indispensables a une utilisation en 
therapie genique. Plus precisement. il a ete montre : 

1) la capacite de pXL2774 a transfecter efficacement. in vitro, differents types 
eel] ul aires, d'origine humaine ou murine; 

2) la capacite de P XL2774 a transfecter, in vivo, le muscle de la souris; 

3) la capacite de pXL2774 a transfecter. in vivo, des ceUules tumorales 
unplantees chez la souris 

Les experiences d'electrotransformation. de fermentation et de transfection ont 
done permis de valider les plasmides a replication conditional le comme vecteur 
utilisables en therapie genique en montram 

i) qu'il ne se rcpliquaiem pas de facon detectable dans une souche d'E.coli 
n'exprimam pas le gene pir (origine de replication conditionnelle) 

u) qu'iis pouvaient etre produits a une echelle compatible avec une production 
industries, dans un milieu qui peut etre totalement defini et qui ne contient pas 
d'antibiotiques; 

iii) que ces plasmides pouvaient transfecter. in vitro et surtout in vivo des 
cellules de mammiferes. 

20 EXEMPLE 7: 

Production de Proteines recombinantes in vitro 

7.1. Constniction du vecfPnr d'expressinn 

Afin de montrer la faisabilite dune telle approche. nous avons construit un 
vecteur depression selon les criteres decrits precedemment (exemples 2 et 3) Ce 
25 vecteur. pXL3056, contient: 

1) la partie bacterienne qui comprend l'origine de replication conditioruieUe (ori 
gamma). l e fragment cer de ColEl et le gene assuram la selection chez la bacterie 

(sup) 



WO 9T10343 



43 



PCTTR96/01414 



2) la cassette d'expression. basee sur le systeme decrit par Studier (Studier et 
al.. 1990). comprend le promoteur du gene 10 du bacteriophage T7. I'operateur lacO, 
le gene cod ant pour le aFGF 154 (acidic Fibroblast Growth factor ou facteur de 
croLSsance acide des fibroblasies. forme comportant 154 acides amines) Gave et al.. 
5 1986). le terminateur TF du bacteriophage T7. Cette cassette d'expression est 
identique a ceUe presente sur le plasmide pXL2434 decrit dans la demande 
WO96/08572. 

La construction de pXL3056 est presentee sur la figure 8. Le fragment EcoRI- 
Bglll de pXL2434 (l.lkb) contenant la cassette d'expression du aFGF est clone dans 
10 le vecteur a replication conditionnelle pXL2979 (fragment purifie de 1.1 kb) aux sites 
Bglll et EcoRI pour generer pXL3056. 

pXL2979 resulte de la ligature de 3 fragments: i)fragment Accl-Xbal de 
pXL2730 (0.8kb, qui apporte ori gamma et cer) u) fragment Narl-Sall de pXL275o 
(0,18 kb. qui apporte le gene sup Phe) iii) fragment Sall-Spel de pXL2660 (1.5 kb qui 
15 apporte le gene conferant la resistance a la kanamycine). 

pXL2660 resulte du clonage du fragment PstI de 1.2kb de pUC4K (Vieira et 
Messing. 1982) dans pMTL22 (Chambers et al.. 1988) linearise par PstI. 

7.2. Obtention de la souche d'e xpression 

Le plasmide pXL3056 est introduit par transformation dans la souche XAC- 
20 lpir-1 16. La souche resultame est ensuite transformee par le plasmide PT7pol23 
(Mertens et al.. 1995). a 30°C. Afin d'exprimer le gene d'interet sous controle du 
promoteur T7, la bacterie doit contenir, dans son genome, sur un plasmide ou un 
bacteriophage, une cassette permettant l'expression de l'ARN polymerase du 
bacteriophage T7. Dans l'exemple decrit. nous avons utilise le plasmide PT7pol23. 
25 compatible avec les derives de R6K tel pXL3056. et qui permet Texpression inductible 
par la temperature de 1'ARjN polymerase bacteriophage T7. On peut toutefois 
envisager aussi de lysogeniser la souche XAC-lpir-116 par lambda DE3 (Studier et 
al.. 1990) afin de ne conserver qu'un plasmide et induire la production de l'ARN 
polymerase de T7 plutot par l'EPTG que par la temperature. 
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7.3. Expression du ftFQF 

La souche XAC-lpir-116 (pXL3056+PT7pol23> est cultivee a 30°C, en milieu 
minimum M9 additionne de 0.2 % de casaminoacides (DIFCO) et de kanamycine 
(25(og/ml), jusqua une densite optique a 600 nm de 0,6-1. La moitie de la culture est 
5 ensuite placee a 42°C (induction de TARN polymerase de T7) alors que l'autre moitie 
reste a 30°C (temoLn negatif). La meme experience est menee avec la souche XAC- 
lpir-1 16(pXL3056+pUC4K) qui constitue un temoin d'expression du aFGF en 
absence d'ARN polymerase de T7. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 9. Us montrent que la 
10 production de aFGF est comparable ou superieure a celle observee avec 
BL21(DE3)(pXL2434) (WO96/08572) ce qui montre bien les potentialites des 
plasmides a replication conditionnelle pour Texpression de proteines recombLnantes in 
vitro, notamment chez E. Coli. 

EXEMPLE 8: 

15 Construction d'un vecteur pCOR exprimant une proteine p53 sauvage ou 

hybride. 

Cet exemple decrit la construction de vecteurs a replication conditionnelle 
selon l'invention contenant un acide nucleique cod ant pour une proteine p53. Ces 
vecteurs sont utilisables pour restaurer une activite de type p53 dans des cellules 
20 deficientes (mutees, deletees), telles que notamment les cellules tumorales. 

La cassene d'expression eucaryote contient les elements suivants : 

1) promoteur precoce CMV "immediate early" (positions -522 a +72) suivi de 
la sequence leader du gene de la thymidine kinase du virus herpes simplex type I 
(position -60 a +1 du gene, en faisant reference a la sequence de T article McKnight. 

25 S.tL. (1980) Nucleic Acids Res. 8:5949-5964) : 

2) un acide nucleique codant pour la proteine p53 sauvage ou pour un variant 
de p53 tel que decrit dans la demande PCT/FR96/01 1 1 1 (variant V325K= V325 avec 
une sequence Kozak a l 'ATG) ; 
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3) la sequence de polyadenylation polyA de SV40. 

Ces elements ont ete places sous forme d'un fragment A§cl- Xfral sur le 
vecteur pCOR pXL2988 entre les sites BssHII et £pel. pXL2988 est identique a 
pXL2979 (exemple 7.1.) mis a pan la presence d'un element supplementaire, une 
5 sequence capable de former une triple heiice d'ADN composee de 17 fois le 
trinucleotide GAA, placee a cote de Torigine de replication gamma. 

Les plasmides resultant sont nommes pXL3029 et 3030 (Figure 10). 
La fonctionnalite de ces constructions a ete verifiee in vitro sur cellules p53- 
SAOS2 en culture par mesure de Tactivite d'activateur transcriptionnel de p53 ou 
10 p53superWT. 
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USTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATION'S GENERATES : 

5 

(i) D EPOS ANT : 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RITE: 20, Avenue Raymond Arcn 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

( F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91,69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 



15 (ii) TITRE DE L ' INVENTION: Molecule d'ADN circulaire a origme 

de replication cond: tionne 1 le , leu: procede de preparation et leur 
utilisation en therapie genique 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 



20 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
(3) ORDINATEUR: I3M PC compatible 
(C) SYSTEMZ D ' EXPLOITATION: PC - DOS / MS - DOS 
25 (D) LOGICIEL: Patentln Release ^.0, Version *H.3D COE3) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

30 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 339 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIMS : simple 
35 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii: TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xii DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
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TGTCACCCGT TAAGTGTTCC TCTGTCACTC AAAATTGCTT TGAGACGCTC TAAGGGCTTC 6 

5 

TCAGTGCGTT ACATCCCTGG CTTGTTCTCC ACAACCGTTA AACCTTAAAA GCTTTAAAAG . 1 2 

CCTTATATAT TCTTTTTTTT CTTATAAAAC TTAAAACCTT AGAGGCTATT TAAGTTGCTG 1 8- 

10 ATTTATATTA ATTTTATTGT TCAAACATGA GAGCTTAGTA CGTGAAACAT GAGAGGTTAG 2A: 

TACGTTAGCC ATGAGAGCTT AGTACGTTAG CCATGAGGGT TTAGTTCGTT AAACATGAG A 30C 

GCTTAGTACG TTAAACATGA GAGCTTAGTA CGTGAAACAT GAGAGCTTAG TACGTACTAT 3 60 

15 

CAACAGGTTG AACTGCTGAT CTTCAGATC 33 9 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

20 

(l) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
{A) LONGUEUR: 960 paires de bases 
(3) TYPE: nucleotide 
25 id NOM3RE DE BRIMS : simple 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

[ill TYFE DE MOLECULE: ADNc 

30 

(xa) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 

TATACAGAAT GATGAGGTTT TTTTATGAGA CTC AAGGTCA TGATGGACGT GAACAAAAAA 60 

35 ACGAAAATTC GCCACCGAAA CG AGCTAAAT CACACCCTGG CTCAACTTCC TTTGCCCGCA 12C 

AAGCGAGTGA TGTATATGGC GCTTGCTCCC ATTGATAGCA AAGAACCTCT TGAACGAGGG 1 8C 

CGAGTTTTCA AAATTAGGGC TGAAGACCTT GCAGCGCTCG CCAAAATCAC CCCATCGCTT 2 AC 

40 

GCTTATCGAC AATTAAAAGA GGGTCGTAAA TTACTTGGTG CCAGCAAAAT TTCGCTAAGA 3 0: 
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GGGGATG ATA TCATTGCTTT AGCTAAAGAG 
CCTGAAGAGT TAGATCTTAA CATTATTGAG 
5 TTGTCTTTAA AATTCACCAG AACCATAGAA 
AATAAATTCA CAACGCAA7T GTTAACGGCA 
TCTCTTTATC AACTTATCAG GAAGCATTAC 

10 

ATTTCCGTTG ATGAGTTAAA GGAAGAGTTA 
ATTGAGTACA AATACCCTGA CTTTCCTATT 
15 GCTGAAATTA AAAAGAAAAC AGAAATATCG 
GGAAGAAAAA TTACTAAGCT GAAGTTCGAA 
* GATAAAGATG ATGAAGCTTT TTTTATGAAT 

20 

CTATTTAATG AAACCGTACC TCCCAAAAAA 
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CTTAACCTGC CCTTTACTGC TAAAAACTCC 3 60 

TGCATAGCTT AT.TCAAATGA TGAAGGATAC 4 20 

CCATATATCT CTAGCCTTAT TGGGAAAAAA 4 80 

AGCTTACGCT TAAGTAGCCA GTATTCATCT S4 0 

TCTAATTTTA AGAAGAAAAA TTATTTTATT 600 

ACAGCTTATA CTTTTGATAA AGATGGAAAT 6 60 

TTTAAAAGGG ATCTCTTAAA TAAAGCCATT 7 20 

TTTGTTGGC7 TCACTGTTCA TGAAAAAGAA 7 8C 

TTTGTCGTTG ATGAAGATGA ATTTTCTGGC 8 40 

TTATCTGAAG CTGATGCAGC TTTTCTCAAC 900 

GCTAAGGGGT GATATATGGC TAAAATTTAC 960 



25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3:. 

ii) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 {CJ NOMBRE DE BRINS : simpie 

(D) CONFIGURATION: lmeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



35 



40 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 
GACCAGTATT ATTATCTTAA TGAG 24 

{ 2 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 
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25 



30 
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Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 4 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

(li) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GTATTTAATG AAACCGTACC TCCC 24 



[2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(Dj CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CTCTTTTAAT TGTCGATAAG CAAG 2 4 

\2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 



U! CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
£C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 



BNSOOCIO: <WO 9710343A1 J_» 



WO 97/10343 



PCT/FR96/0I4I4 



53 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
5 GCGACGTCAC CGAGGCTGTA GCCQ 2 4 
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REVINDICATIONS 

1. Molecule d'ADN de forme circulaire. utile en therapie genique. 
comprenant au moins une sequence nucleique d'interet caracterisee en ce que la region 
permettaru sa replication comprend une origine de replication issue d'un plasmide ou 
5 d'un bacteriophage dont la fonctionnalite la dans la cellule hote requiert la presence 
d'au moins une proteine specif ique *»t etrangere a ladite cellule hote. 

2. Molecule d'ADN selon la revendication 1 caracterisee en ce que I'origme 
de replication conditionnelle est issue d'un plasmide ou bacteriophage qui possede une 
origine de replication, representee par plusieurs herons, et qui code pour au moins une 

10 proteine specifique, conditionnant la fonctionnalite de son origine de replication. 

3. Molecule d'ADN selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que 
r origine de replication conditionnelle peut etre issue des plasmides ou bacteriophages 
suivants RK2, R6K, Rl, pSOOl, Rtsl, F, RSF1010, PI. P4. lambda, Phi82 et Phi80. 

4. Molecule d'ADN selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce 
15 - que ladite origine de replication est issue du plasmide bacterien R6K. 

5. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 
en ce que ladite origine de replication est constituee en tout ou partie par l'origine de 
replication y du plasmide R6K. 

6. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 
20 en ce que ladite origine de replication est representee en tout ou partie par la sequence 

SEQ ID N°l ou Tun de ses derives. 

7. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 
en ce que la region permenant la selection des cellules hotes incorporant ladite 
molecule d'ADN est differente d un gene de resistance a un antibiotique. 

25 8. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 

en ce que la region permenant la selection des cellules hotes incorporant ladite 



WO 97/10343 



PCT/FR96/014I4 



55 

molecule d' ADN est representee en tout ou panie par une cassette d' expression d'un 
ARN de transfer! suppresseur de codons specifiques. 

9. Molecule d'ADN selon la revendication 8 caracterisee en ce qu'U s'agit 
d'une cassette d 4 expression d un ARNt suppresseur de codons ambre (TAG). 

5 10. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 

en ce qu'elle comprend en outre une region cible de recombinase si te - specif ique. 

11. Molecule d'ADN selon la revendication 10 caracterisee en ce que cette 
region cible de recombinase site-specif ique peut etre choisie parmi les resol vases des 
transposons Tn^, Tn21 ou Tn£22; invertase du bacteriophage mu, les resol vases de 

10 plasmides, cornme celle codee par le fragment par de RP4, les recombinases de la 
farnille de 1' integrase du bacteriophage lambda, comme les integrase de lambda, phi80, 
P22, HP1. integrase Cre de PI, integrase du plasrnide pSAM2, FLP recombinase du 
plasmide 2\i y et les recombinases XerC et XerD d' E. coli . 

12. Molecule d'ADN selon la revendication 10 ou 11 caracterisee en ce que 
15 cette region cible de recombinase site-specif ique comprend tout ou partie du fragment 

cer de ColEl oud'unde ses derives. 

13. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 
en ce qu'il s'agit du plasmide pXL2774 ou Tun de ses derives. 

14. Molecule d'ADN selon Tune des revendications precedentes caracterisee 
20 en ce que la sequence d'acide nucleique d'interet code pour une proteine d'interet 

phanmaceutique. agroalimentaire ou utilisable en biocatalyse. 

15. Molecule d'ADN selon la revendication 14 caracterisee en ce que la 
sequence d'acide nucleique d'interet code pour une proteine choisie parmi les enzymes, 
les derives sangui ns, les hormones, les lymphokines : Lnterleukines, interferons, TNF. 

25 etc, les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes 
de synthese, les facteurs trophiques comme BDNF, CNTF, NGF. IGF, GMF. aFGF, 
bFGF, NT3, NT5, les apolipoproteines comme ApoAI. ApoAIV, ApoE. la 
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dystrophine ou une minidystrophine, les genes suppresseurs de tumeurs comme p53, 
Rb f RaplA. DCC, k-re\\ les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation comme Facteurs VII, VIII, IX, les genes suicides comme Thymidine 
kinase, cytosine desarninase, tout ou partie d'une immunoglobuline naturelle ou 
5 artificielle cornmeFab, ScFw un ARN Iigand, une sequence anti-sens ou des peptides 
antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HIV, du virus de l'hepatite B. 
du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de tumeurs. 

16. Precede de production de molecule d'ADN de forme circulaire 
caracterise en ce que Ton cultive une cellule hote contenant au moins: 

10 - une molecule d'ADN de forme circulaire comprenant au moins une 

sequence nucleique d'interet et une region permettant sa replication comprenant une 
origine de replication dont la fonctionnalite dans la cellule hote requiert la presence 
d'au moins une proteine specif ique et etrangere a ladite cellule hote, et 

- une proteine, exprimee in situ ou non, conditionnant la fonctionnalite de 

15 ladite origine de replication, specifique et etrangere a ladite cellule hote, 

dans des conditions permettant la selection des cellules hotes transform ees par lesdites 
molecules d'ADN. 

17. Procede selon la revendication 16 caracterise en ce que le gene codant 
pour la proteine initiatrice de la replication est present sur un replicon annexe ou 

20 incorpore dans le genome de ladite cellule. 

18. Procede selon la revendication 16 ou 17 caracterise en ce qu'il s'agit 
d'une molecule d'ADN incorporant une origine de replication telle que definie en 
revendications 4 a 6 et en ce que ladite proteine est ou derive de la proteine n du 
plasmide R6K. 

25 19. Procede selon la revendication 18 caracterise en ce que la proteine * ou 

Tun de ses derives est exprimee in situ a partir du gene pir represents en SEQ ID N°2 
ou Tun de ses derives present dans la cellule hote. 
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20. Procede selon la revendication 19 caracterise en ce que la proteine est 
exprimee a panir du gene pirl 1 6 incorpore dans le genome de ladite cellule. 

21. Procede selon Tune des revendications 16 a 20 caracterise en ce que Tun 
des genes indispensables dans les conditions de culture choisies, de la cellule hote, 

5 contient un codon specif ique, reconnaissable par l'ARNt suppresseur selectionne au 
niveau de la molecule d'ADN. 

22. Procede selon la revendication 21 caracterise en ce que ce gene contient 
un codon arnbre TAG. 

23. Procede selon Tune des revendications 16 a 22 caracterise que la cellule 
10 est choisie parmi les souches d'E^ coli . 

24 . Procede selon Tune des revendications 16 a 23 caracterise en ce 
caracterise en ce que la cellule est issue de la souche R coli XAC-1. 

25. Procede selon Tune des revendications 16 a 24 caracterise en ce qu'il met 
en oeuvre la souche E. coli XAC-1, integrant dans son genome le gene pirl 16 et 

15 transform ee par le plasmide pXL2774 ou Tun de ses derives. 

26. Cellule recombinante transfonmee par au moins une molecule d'ADN 
selon Tune des revendications 1 a 15 ou telle que definie selon Tune des revendications 
16 a 25. 

27. Composition pharmaceutique comprenant une ou plusieurs molecule(s) 
20 d'ADN selon Tune des revendications 1 a 15. 

28. Utilisation d'une molecule d'ADN selon Tune des revendications 1 a 15 
pour la transfection in vitro, ex vivo et/ou in vivo d*un gene d'interet, dans une cellule 
hote. 

29. Utilisation d'une molecule d'ADN selon Tune des revendications 1 a 15 
25 pour la production de proteines recombinantes in vitro. 
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30. Precede de production d'une proteine recombinante caracterise en ce que 
Ton cultive une cellule bote contenant au rnoins : 

- une molecule d' ADN de forme circulaire comprenant au moins une 
sequence nucleique cod ant pour ladite proteine recombinante et une region permenant 

5 sa replication comprenant une origine de replication dont la fonctionnalite dans la 
cellule hote requiert la presence d'au moins une proteine specif ique et etrangere a 
ladite cellule hote, et 

- une proteine initiatrice, exprimee in situ ou non. c on <±i dormant la 
fonctionnalite de ladite origine de replication, specifique et etrangere a ladite cellule 

10 hote. 

puis on recolte la proteine recombinante produite. 

31. Procede selon la revendication 30 caracterise en ce que le gene codant 
pour la proteine initiatrice de la replication est present sur un replicon annexe ou 
incorpore dans le genome de ladite cellule. 

15 32. Procede selon Tune des revendications 30 ou 31 caracterise que la cellule 

est choisie panmi les souches d'lL coli . 

33. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la sequence 
nucleique d'interet code pour une proteine p53 sauvage ou modifiee. 

34. Molecule selon la revendication 1 caracterisee en ce que la sequence 
20 nucleique d'interet code pour une thymidine kinase. 

35. Procede selon la revendication 23 caracterise en ce que la cellule est une 
souche de E.coli endAl-. 

36. Molecule d'ADN selon Tune des revendications 1 a 15 caracterisee en ce 
quelle comprend en outre une sequence capable d'interagir specif iquement avec un 

25 ligand. 

37. Molecule d'ADN selon la revendication 15 caracterisee en ce que Tacide 
nucleique d'interet code pour une proteine p53. 
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